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Résumé
Les ovocytes de mammifères subissent l’influence d’une variété de facteurs au cours
de leur maturation et lors des évènements menant à la formation et au développement
d’un nouvel embryon. Ces facteurs sont sécrétés par les cellules somatiques qui
entourent l’ovocyte lors de sa maturation dans l’ovaire, sont transportés par le
spermatozoïde à la fécondation et se trouvent dans le système reproducteur de la mère au
cours du développement embryonnaire.
Nous avons étudié deux facteurs spermatiques potentiellement impliqués dans
l’activation ovocytaire les protéines oscilline et tr-kit. Chez le hamster doré, il a été
proposé que l’oscilline agisse comme facteur spermatique provoquant l’activation de
l’ovocyte, mais chez la souris, tr-kit, a été proposée pour l’accomplissement d’un tel
rôle. Dans le but d’élucider cette ambiguïté, nous avons caractérisé l’homologue murin
de l’oscilline de hamster et nous en avons vérifié l’expression avec celle de tr-kit. La
séquence de l’oscilline de souris montre plus de 96% d’identité avec ses homologues de
hamster et d’humain. Des analyses par RT-PCR et immunobuvardage indiquent que
l’oscilline est exprimée dans tous les tissus étudiés, contrairement à tr-kit qui n’est
exprimée que dans le testicule. Des études d’immunofluorescence indirecte à l’aide
d’anticorps spécifiques ont aussi démontré que l’oscilline est présente dans l’acrosome
du spermatozoïde et qu’elle est perdue lors de la réaction d’acrosome, précédant la
fécondation, alors que tr-kit est présente dans la région du cou du spermatozoïde. Nos
résultats démontrent donc que l’oscilline de souris, contrairement au tr-kit, ne peut pas
être un facteur spermatique activateur de l’ovocyte, tel que préalablement suggéré.
Nous nous sommes aussi intéressés à la sérotonine (5-HT), une neurohormone
impliquée dans une variété de phénomènes physiologiques. Plusieurs études ont tenté de
démontrer l’implication locale de la 5-HT dans la maturation folliculaire et ovocytaire,
mais sans clairement identifier les effecteurs impliqués. Nous avons donc vérifié la
présence d’un système sérotoninergique dans les complexes ovocyte-cumulus et les
embryons de souris, en procédant à l’analyse de l’expression de différents effecteurs
sérotoninergiques, par RT-PCR, immunobuvardage et immunofluorescence indirecte en
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microscopie confocale. Nos résultats révèlent la présence de 5-HT dans les ovocytes et
les cellules du cumulus. Ce phénomène s’explique par l’expression de l’enzyme de
synthèse, tryptophane hydroxylase 1, dans les cellules du cumulus et celle du
transporteur spécifique à 5-HT (SERT) dans les ovocytes et les cellules du cumulus. De
plus, le récepteur 5-HT7 est détecté dans ces deux types cellulaires alors que les
récepteurs 5-HT2A et 5-HT2B ne sont détectés que dans les cellules du cumulus. Nous
avons aussi pu démontrer que la 5-HT régule le niveau des seconds messagers AMPc et
du calcium dans les cellules du cumulus. Grâce à une méthode semi-quantitative
permettant la mesure de l’incorporation de 5-HT dans un seul ovocyte, nous avons
constaté que les ovocytes de souris incorporent la 5-HT via un mécanisme sensible aux
inhibiteurs spécifiques du transporteur à 5-HT. Le SERT est exprimé et fonctionnel
dans les ovocytes jusqu’au stade blastocyste, alors que le récepteur 5-HT7 disparaît à
partir du stade $ cellules. La présence de 5-HT et l’expression du récepteur 5-HT7, du
récepteur 5-HT2A et d’un SERT fonctionnel dans les complexes ovocyte-cumulus de
hamster doré suggère que l’expression d’un tel système sérotoninergique soit répandu à
l’ensemble des mammifères. Cette première démonstration d’une organisation
sérotoninergique tant dans les complexes ovocyte-cumulus que dans les embryons ouvre
la voie à une clarification du rôle local de la 5-HT sur la croissance folliculaire, la
maturation ovocytaire et le développement embryonnaire pré-implantatoire chez les
mammifères.
Mots clé : Ovocyte, complexe ovocyte-cumulus, oscilline, tr-kit, activation ovocytaire,
sérotonine, système sérotoninergique, souris, hamster doré
xiv
Abstract
Mammalian oocytes are regulated by several factors while maturing and in the early
events leading to fertilization and early embryonic development. These factors can be
produced by the somatic ceils surrounding the oocyte while it completes its ovarian
maturation, carried by the spermatozoon at fertilization and are found in the mother
reproductive tract during embryonic development.
We studied two such factors potentially involved in oocyte activation the oscillin and
tr-kit proteins. In the golden hamster model, it was proposed that oscillin could activate
the oocyte by being injected into it at fertiization, while the same function was proposed
for tr-kit in the mouse model. In order to shed some light on this apparent discrepancy,
we caracterized the mouse homoiog of hamster osciilin and verified its expression along
with tr-kit. Mouse oscillin shows over 96% identity with its hamster and human
homologs. RT-PCR and Western blot analysis show that oscillin is expressed in ail
studied tissues while tr-kit expression is restricted to the testis. Indirect
immunofluorescence studies also showed osciltin localization in the sperm acrosome
and its loss in acrosome-reacted sperm while tr-kit is localized in the connecting piece
region ofthe sperm. Our resuits show that mouse oscillin, in contrast with tr-kit, does
not fulfill some of the basic caracteristics needed to operate as an oocyte-activating
sperm factor at fertilization.
We also studied serotonin (5-HT), a neurohormone involved in several different
physiological processes. Local involvement of 5-HT in follicular growth, oocyte
meiotic maturation, fertilization and early development is largely unknown in mammais
in contrast to its demonstrated roies in several ofthese aspects in lower animais such as
invertebrates. However, in mammals, some scattered observations indirectly suggest the
potential involvement of a serotonergic network. Our study aimed at assessing the
possible presence of 5-HT itself its classicat transporter (SERT), its synthesizing
enzyme tryptophan hydroxylase 1 (TPH1) and three ofits receptors: the 5-HT2A
receptor, the 5-HT2B receptor and the 5-HT7 receptor. Using RT-PCR, Western blot and
indirect immunofluorescence confocai microscopy, we investigated the expression of
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these selected genes. Our resuits reveal the presence of 5-HT in both the oocyte and the
cumulus ceils. The presence of 5-HT can be explained by the expression of TPH 1 in
cumulus celis and is associated with the expression ofthe SERT in both the oocyte and
cumulus celis. In addition, we detected the expression ofthe 5-HT7 receptor in both ceil
types while 5-HT2A and 5-HT2B receptors expression is restricted to cumulus cells. We
also showed that cAMP and calcium levels of cumulus celis is regulated by 5-HT.
Moreover, we developed a quantitative method to measure 5-HT incorporation into
single mouse oocytes and present the evidence that isolated oocytes are able to
accumulate 5-HT via a specific 5-HT reuptake inhibitor-sensitive rnechanism. The
SERT is expressed and functional from fertilization to the blastocyst stage, whereas the
5-HT7 receptor disappears from the 2-ceil stage and beyond. finally, we showed 5-HT
presence and 5-HT7 receptor, 5-HT2A receptor and SERT expression in golden hamster
cumulus-oocyte complexes suggesting that such a serotonergic network is universally
expressed in mammals. These data support the view that a serotonergic network is
invoÏved in several aspects leading to oocyte meiotic maturation, foÏÏicle growth and
pre-implantation development.
Keywords : Oocyte, oocyte-cumulus complex, oscillin, tr-kit, oocyte activation,
serotonin, serotonergic network, mouse, golden hamster
Chapitre 1:
Introduction générale
21.1 Modèle murin en recherche sur la reproduction
La souris est, depuis le début du siècle, un modèle animal mammifère des plus
couramment utilisé dans le monde et ce, dans des domaines de recherche très variés.
L’utilisation de ce modèle animal remonte au début du )Q(lême siècle; les scientifiques de
l’époque s’y sont initialement intéressés pour l’étude de la transmission génétique
(Hogan et aÏ., 1994). La souris est rapidement devenu un modèle de choix grâce à sa
petite taille, sa résistance aux infections, ses portées nombreuses et ses générations
rapides (Tableau 1.1, page 3). L’existence de certains mutants facilement
reconnaissables a contribué à rendre ce modèle très attrayant. Par exemple, l’étude de la
transmission de la couleur du pelage, et du mutant albino en particulier, a permis les
premières démonstrations de la génétique mendéÏéenne chez la souris. Depuis, les
connaissances ne cessent de s’accroître (ainsi, le génome de la souris est maintenant
séquencé en entier) et les nouvelles techniques de la biologie moléculaire ont permis de
mieux comprendre l’expression des gènes à des moments critiques du développement.
L’accumulation de ces données moléculaires et génétiques fait de la souris un modèle
expérimental de choix lorsque l’on cherche à identifier l’expression de nouveaux gènes
impliqués dans les phénomènes physiologiques touchant la reproduction.
L’étude de la souris est plus complexe que celle de modèles plus primitifs, largement
utilisés en reproduction, comme le Xénope, le poulet ou le poisson zèbre, puisqu’il s’agit
d’un animal adapté à l’environnement protecteur et nutritif de la mère, d’où la nécessité
de développer des milieux de culture. Toutefois, les rongeurs sont plus près de l’être
humain et permettent, par exemple, des études in vivo de l’effet de produits chimiques
sur le développement.
Les phénomènes touchant la maturation ovocytaire et folliculaire, la fécondation et le
développement embryonnaire pré-implantatoire ont été fréquemment étudiés chez la
souris. Ainsi, la souris servait déjà de modèle lors de la découverte de la reprise
spontanée de la méiose à la sortie de son environnement folliculaire (Pincus and
Enzmann, 1935). Encore de nos jours, elle est utilisée par plusieurs chercheurs tentant
3Caractéristiques générales
Durée de vie en laboratoire ‘—4,5 années
Temps de gestation 19-20 jours
Cycle oestral 4 jours
Âge de la maturité sexuelle mâle 7-8 semaines
Nombre de spermatozoïdes/éj aculation —5 X 1
Âge de la maturité sexuelle femelle 6-7 semaines
Nombre d’ovocytes ovulés (cycle naturel) —10
Nombre d’ovocytes ovulés (superovulation) ——30
Nombre de portées par femelle 4-8
Portée moyenne 6-9
Âge de sevrage 3 semaines
Poids approximatif naissance 1 g
sevrage 8-12 g
adulte 3 0-40 g (mâle>femelle)
Caractéristiques du génome
Nombre de chromosomes 40
Contenu en ADN diploïde environ 6 pg (3X109 pb)
Unités de recombinaison 1600 cM (200 kb/cM)
Nombre approximatif de gènes 0,5-1,0 X i05
Tableau 1.1 : Caractéristiques de la souris européenne Mus muscutus de
laboratoire.
Adapté de Hogan et al. (1994) et Wassarman and DePamphilis (1993).
4d’élucider les mécanismes de la maturation méiotique des ovocytes de mammifères
(Eppig, 2001; Matzuk et al., 2002b; Mehlmann et aÏ., 2002; Avazeri et aï., 2004;
Mehlmann et aL, 2004; LaRosa and Downs, 2005). La fécondation et les phénomènes
qui y sont associés ont aussi été étudiés chez la souris, grâce à la facilité d’obtenir des
ovocytes qui sont facilement fécondables in vitro.
Mais le plus grand avantage de la souris comme modèle expérimental est sans
contredit la facilité avec laquelle il est possible de manipuler son génome, en y
introduisant des mutations spécifiques et ciblées par recombinaison homologue dans les
cellules souches pluripotentes. Au cours des dernières années, ces techniques ont permis
d’obtenir des souris “knockout” pour certains gènes, facilitant la caractérisation des
propriétés d’une grande diversité de protéines et permettant l’élaboration de nouveaux
modèles expérimentaux de pathologies diverses.
1.2 Anatomie du tractus génital de la souris femelle
Le système reproducteur de la souris femelle est composé d’une paire d’ovaires, d’une
paire d’oviductes et d’un utérus bicorne qui débouche sur le vagin (figure 1 .1A, page 5).
Lors de la récolte d’ovocytes, les ovocytes en prophase I doivent être isolés à partir des
follicules ovariens, alors que les ovocytes en métaphase II peuvent être récoltés par
déchirure de l’ampoule de l’oviducte. De la même façon, les embryons 1 cellule à
morula sont récoltés dans l’oviducte, alors que les blastocystes sont récoltés dans
l’utérus (figure 1.2, page 7).
1.2.1 L’ovaire
Les ovaires se trouvent rattachés au dessous du rein par du tissu adipeux et sont
encapsulés dans une mince enveloppe de tissu conjonctif (figure 1.13, page 5). La
surface de l’ovaire est couverte d’un épithélium de surface, la tunica albuginea,
composé d’une simple couche de cellules cubiques (Gude et al., 1982). Sous cet
épithélium, on retrouve des follicules à différents stades de développement, des corpora
lutea, des cellules interstitielles et des vaisseaux sanguins. Le follicule est composé d’un
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Figure 1.1 Anatomie du système reproducteur de la souris femelle. (A) Souris en
chirurgie, laissant voir le système reproducteur. (B) Grossissement de la région
ovarienne. (C) Oviducte de souris, environ 12 heures après l’ovulation.
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Adapté de Hogan et al. (1994).
6ovocyte et d’au moins une couche de cellules de la granulosa, mais sa structure varie
énormément en fonction de son stade de développement. Le follicule mature se trouve
en périphérie de l’ovaire et, au moment de l’ovulation, la rupture du follicule permettra
la libération du complexe ovocyte-cumulus (COC) et sa capture subséquente par
l’oviducte.
1.2.2 L’oviducte
L’oviducte, site de la fécondation, est composé d’une couche de muscle lisse, d’une
couche de tissu de support et d’une muqueuse interne composée de cellules sécrétrices et
de cellules ciliées (Gude et al., 1982). L’épaisseur de ces trois couches varie en fonction
de leur situation le long de l’oviducte et sont sensibles au cycle ovarien. Ces
changements cycliques facilitent l’entrée de l’ovocyte dans l’oviducte, l’entrée des
spermatozoïdes jusqu’à l’ovocyte et le passage de l’ovocyte fécondé jusqu’à l’utérus, où
il s’implantera quelques jours plus tard. Ce tube interconvolué est composé de quatre
parties: l’infundibulum, l’ampoule, l’isthme et un segment intra-mural, joint à l’utérus
(Burkitt et aÏ., 1993). L’infundibulum est ouvert et recouvre une partie de l’ovaire pour
permettre la capture des COCs libérés lors de l’ovulation. Les mouvements
péristaltiques de l’oviducte permettent la descente des complexes de l’infimdibulum
jusqu’à l’ampoule où se produit la fécondation (figure 1.1 C, page 5). Cette ampoule
consiste en un renflement de l’oviducte, agissant un peu comme un réservoir, et se
trouve gonflée par son contenu en COCs lors de la fécondation. Après la fécondation,
l’embryon descendra dans l’isthme, subira ses premières divisions cellulaires et atteindra
la jonction utérine au stade morula, 3 jours et demi après la fécondation (figure 1.2,
page 7).
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Figure 1.2 Résumé des stades du développement embryonnaire pré-implantatoire.
Adapté de Hogan et aÏ. (1994).
$1.2.3 L’utérus
L’utérus est une structure composée de deux tubes en continuum avec les oviductes,
qui se joignent en un seul tube vers l’extrémité vaginale (Figure 1. lA, page 5). La
muqueuse de l’utérus, ou endomètre, est composé d’un épithélium cylindrique cilié, de
glandes tubulaires et d’un tissu conj onctif vascularisé (Gude et al., 1982). Sa paroi
musculaire est composée d’une couche circulaire interne et d’une couche longitudinale
externe de muscle lisse, séparées par un tissu conjonctif richement vascularisé. À
l’approche de l’extrémité vaginale, l’épithélium qui l’enveloppe change d’un épithélium
cylindrique à un épithélium squameux stratifié, en continuité avec le vagin.
1.2.4 Le vagin
Le vagin est constitué d’un épithélium squameux stratifié, d’une lamina propria
fibreuse et d’une mince couche musculaire (Gude et aÏ., 1982). Pendant le cycle oestral,
l’épithélium vaginal subit des changements cycliques caractérisés par une prolifération
cellulaire, une cornification, une infiltration leucocytaire et varie conséquemment en
épaisseur. L’observation de l’état de l’épithélium vaginal par simple frottis permet donc
de connaître le stade du cycle oestral et de planifier des fécondations naturelles.
1.3 Ovogénèse et folliculogénèse
Chez les mammifères, l’ovogénèse commence au cours du développement fétal et se
termine chez l’adulte sexuellement mature. Les premières étapes impliquent la
formation et la migration des cellules germinales primordiales, la multiplication et la
transformation de ces cellules en ovogonies, puis leur recrutement par les
gonadotrophines et leur développement intime, parallèle à celui de leur compartiment
ovarien: le follicule. Le follicule commence alors une formidable expansion qui
l’amènera d’un simple ovocyte, arrêté en prophase de la l méiose, d’environ 15 jiM de
diamètre et entouré de quelques cellules de pré-granulosa, à un follicule de 700 jiM de
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Figure 1.3 : Résumé des principaux stades de la folliculogénèse. Au stade pré
ovulatoire, on distingue les tTois principaux types de cellules de la granulosa : Les
cellules du cumulus (en jaune), les cellules péri-antrales (en beige) et les cellules
murales (en orangé).
10
diamètre, contenant des milliers de cellules de granuÏosa et de la thèque, ainsi qu’un
ovocyte, de 80 jiM de diamètre, arrêté en métaphase de la seconde méiose et mûr pour
l’ovulation (Figure 1.3, page 9).
1.3.1 Des cellules germinales primordiales à l’ovocyte
Les cellules germinales primordiales (CGP) sont détectées pour la première fois au
jour 7.0 post-coitum, pendant la gastrulation, et proviennent de l’épiblaste (Gardner et
aÏ., 1985; Ginsburg et al., 1990). Les CGP (12 jiM de diamètre) se trouvent alors dans
l’endoderme de la région de l’allantoïde provenant de la crête primordiale (Wassarman,
1 98$a; Hogan et al., 1994). Elles migrent et se multiplient vers la crête génitale qui
deviendra le site de développement de la gonade (jour 11.0-11 .5). Après avoir atteint la
gonade, les CGP migrent jusqu’au cortex et avec des cellules épithéliales donnent
naissance aux cordons sexuels corticaux. Dans l’embryon de 13 jours qui contient un
ovaire différencié, la migration des CGP est complète et elles se transforment en
ovogonies qui se divisent rapidement et possèdent des ponts intercellulaires avec les
cellules qui les entourent. Aujour 12 de l’embryogénèse, environ 5% des ovogonies
atteignent le stade préleptotène puis leptotène de la 1êre méiose (Wassarman, 198$a;
Hogan et al., 1994).
C’est durant le stade préleptotène que la dernière réplication de l’ADN a lieu en
préparation pour la méiose et c’est à ce moment que l’ovogonie devient un ovocyte
(Bachvarova et al., 1982). Aujour 17, l’ovaire ne contient plus que des ovocytes à
différents stades de la l méiose (Speed, 1982). Au jour 18, les premiers ovocytes en
phase diplotène sont observés et, à la naissance, la majorité des ovocytes sont au stade
diplotène tardif. Ces petits ovocytes (12-15 jiM de diamètre) resteront à ce stade de la
méiose jusqu’à ce qu’ils soient recrutés pour maturer et constituent la réserve de cellules
germinales pour toute la vie adulte (Wassarman, 1988a; Hogan et al., 1994).
1.3.2 Du follicule primitif au follicule secondaire
À ce stade, l’ovocyte est entouré d’une couche de cellules de pré-granulosa aplaties et
constitue avec celles-ci un follicule primitif dormant (Figure 1.3, page 9). Les follicules
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primitifs sont recrutés de la réserve selon un mécanisme ne dépendant pas absolument de
la FSH, mais qui serait favorisé par celle-ci et qui nécessiterait des signaux provenant de
l’ovocyte ou des cellules de la granulosa, dont le ligand du récepteur c-kit (Peters et al.,
1973; Lunenfeld et al., 1975; Merchant, 1975; Edwards et al., 1977; Merchant-Larios
and Centeno, 1981; Arendsen, 1982; Vanderhyden, 2002). Au stade primaire (Figure
1.3, page 9), des jonctions “gap” sont formées entre l’ovocyte et les cellules, devenues
cubiques, qui l’entourent, ce qui permet le transfert de petites molécules entre les deux
compartiments cellulaires (Anderson and Albertini, 1976; Gilula et aï., 197$). Par la
suite, l’ovocyte se développe et une série de divisions mitotiques dans les cellules de la
granulosa conduit à l’apparition d’une deuxième couche de cellules et la formation d’un
follicule secondaire (Greenwald and Roy, 1994). Ce follicule secondaire (Figure 1.3,
page 9) voit ensuite son ovocyte entrer en phase active de synthèse d’ARN et poursuivre
sa croissance, le nombre de couches de cellules de granulosa s’additionner et se trouve
infiltré par des cellules de la thèque, qui se différencient du tissu environnant et
entourent les cellules de la granulosa (Moore et al., 1974; Wang et al., 1991; Greenwald
and Roy, 1994). La thèque interne est formée de fibroblastes, de cellules
stéroïdogéniques; elle est vascularisée et séparée du compartiment de la granulosa par
une membrane basale (Figure 1.3, page 9), constituée principalement de laminine et de
fibronectine (OShea et al., 197$; Wordinger et aL, 1983; Carnegie, 1990). Au cours de
son passage par les stades primaire et secondaire, le follicule requiert, entre autres, le
ligand du récepteur c-kit et les gonadotrophines pour poursuivre sa maturation (Kuroda
et al., 1988; Wang et al., 1991; Nayudu and Osborn, 1992; Wang and Greenwald,
1993a, b).
1.3.3 Du follicule tertiaire à l’ovulation
Par la suite, le follicule devient tertiaire (Figure 1.3, page 9) et entre dans une seconde
phase de croissance où l’ovocyte ralentit sa croissance et où l’accumulation de fluide
folliculaire, l’activité stéroïdogénique et l’activité mitotique des cellules de la granulosa
et de la thèque deviennent prédominantes (Gore-Langton and Armstrong, 1994;
Greenwald and Roy, 1994). À ce stade, l’ovocyte augmente son activité de synthèse
protéique et devient dépendant des cellules qui l’entourent pour obtenir les nutriments
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nécessaires à son métabolisme (Canipari et al., 1979; Relier et al., 1981). Toutefois,
l’ovocyte influence aussi positivement l’activité mitotique des cellules du follicule et
tout particulièrement les cellules de la granulosa qui sont en contact avec le fluide
folliculaire (Hirshfield, 1986). Ce fluide est produit par le follicule antral jusqu’à
l’ovulation et résulte essentiellement d’un transsudat du plasma et de sécrétions des
cellules de la granulosa (Greenwald and Roy, 1994).
C’est à ce stade que les différences entre les diverses populations de cellules de la
granulosa apparaissent de façon claire (Figure 1.3, page 9). Ainsi, on distingue les
cellules du cumulus (près de l’ovocyte), des cellules péri-antrales (en bordure de l’antre)
et des cellules murales (en périphérie du follicule, sous la membrane basale). Ces types
cellulaires se distinguent de par leur apparence, leur activité métabolique, leur activité
stéroïdogénique et leur patron d’expression des récepteurs à FSH et LII (Zolier and
Weisz, 1979; Lawrence et al., 1980; Hillensjo et aÏ., 1981; Zoller and Enelow, 1983;
Zoller, 1984; Peng et al., 1991; Rao et ai, 1991). La thèque externe se différencie aussi
avec l’apparition de l’antre; elle est constituée de fibroblastes, de cellules musculaires
lisses, de fibres de collagène et devient richement vascularisée au fur et à mesure que le
follicule se développe (O’Shea, 1970; Greenwald and Roy, 1994).
À la toute fin de sa maturation, le follicule pré-ovulatoire contient une grande quantité
de liquide, plusieurs milliers de cellules de granulosa et une thèque richement
vascularisée. De plus, les cellules du cumulus et l’ovocyte forment un prolongement
distinct des autres cellules de la granulosa et qui sera ovulé sous l’influence du pic pré
ovulatoire de LII: le cumulus oophorus. Ce pic de LII induit aussi les derniers
changements à l’intérieur du follicule soit la reprise de la méiose de l’ovocyte,
l’expansion du cumulus provoquée par une abondante sécrétion d’acide hyaluronique, la
lutéinisation des cellules de la granulosa et finalement la rupture de la membrane
folliculaire et l’ovulation du complexe ovocyte-cumulus 12-15 h plus tard ( Gore
Langton and Armstrong, 1994; Greenwald and Roy, 1994).
Chez les rongeurs comme la souris, le hamster et le rat, le cycle ovarien est de 4 à 5
jours. En conséquence, le follicule, durant les 20-30 jours de maturation nécessaires
pour passer de follicule primitif à pré-ovulatoire, sera exposé à 4 à 5 pics de F$RILH
consécutifs qui réguleront une grande quantité de facteurs de croissance et hormones
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locaux agissant de façon paracrine, permettront la stéroïdogénèse du follicule et
assureront la bonne coordination entre les différents compartiments cellulaires,
garantissant ainsi l’ovulation d’un follicule compétent (Greenwald and Roy, 1994).
1.3.4 L’atrésie
L’atrésie. phénomène de dégénérescence ou d’apoptose du follicule, est un phénomène
universel chez les vertébrés mammifères et non-mammifères et le destin d’environ 77%
des follicules chez la souris (Saidapur, 197$; Byskov, 197$). Ainsi, lorsqu’un follicule
est recruté pour maturer, il poursuivra son développement jusqu’à l’ovulation ou
deviendra atrétique. Cette atrésie peut intervenir à tous les stades de développement et
elle modifie considérablement les propriétés stéroidogéniques du follicule et les
caractéristiques de chacun des compartiments cellulaires (Greenwald and Roy, 1994).
1.4 Stéroïdogénèse ovarienne
Les stéroïdes ovariens ont tous une structure chimique de base semblable, constituée
des quatre cycles apposées qui forment la base structurelle du cholestérol (C27), et sont
de trois types les androgènes (C19), les progestines (C21) et les estrogènes (C18) (Gore
Langton and Armstrong, 1994).
Il existe deux compartiments cellulaires impliqués dans la stéroïdogénèse chez les
mammifères t le compartiment LI-1-sensible qui comprend les cellules de la thèque
interne et les cellules interstitielles du stroma ovarien, et le compartiment des cellules de
la granulosa, FSH-sensible, et sensible à la LH seulement dans les derniers stades de la
folliculogénèse (Rennels, 1951; Guraya and Greenwald, 1964; Deanesly, 1972; Gore
Langton and Armstrong, 1994). Parmi les cellules de la granulosa, les cellules murales
sont les premières à développer une réponse stéroïdogénique grâce à l’acquisition de
récepteurs à LH, l’expression de la 3f3-hydroxystéroïde déhydrogénase (3f3HSD) et du
CYP1 lA ou cytochrome P45Oscc (Amsterdam et aÏ., 1975; Zoller and Weisz, 197$;
Zoller and Weisz, 1979). Ces deux compartiments cellulaires, de par leur sensibilité
différente aux gonadotrophines, leur patron d’expression d’enzymes stéroïdogéniques
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particulier et leur relation intime due à leur proximité et la présence de jonctions “gap”,
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Figure 1.4 : Principaux stéroïdes, enzymes et voies métaboliques
impliqués dans la stéroïdogénèse ovarienne chez les mammifères.
Tiré de OMalley and Strott (1999).
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jouent un rôle distinct, mais coopératif dans le processus de la stéroïdogénèse ovarienne.
La figure 1.4 (page 14) illustre les principaux stéroïdes, enzymes et voies métaboliques
impliqués dans la stéroïdogénèse.
La classe de stéroïdes principale produite par le compartiment LH-sensible est
constituée des androgènes. Ceux-ci sont synthétisés à partir du cholestérol provenant
majoritairement du réseau vasculaire abondant du tissu ovarien et de la thèque (Dyer et
aL, 1985). Cette activité stéroïdogénique est principalement régulée par l’action de la
LH sur son récepteur, entraînant une augmentation d’AMPc (Hamberger et al., 1978;
Tsang et al., 1979; Zeleznik et aÏ., 1981; Oxberry and Greenwald, 1982; Henderson et
al., 1984). Le CYPY lA est exprimé par les cellules interstitielles et dans quelques
cellules de la thèque interne, et son expression est augmentée par la LH dans ces
dernières (Magoffin and Erickson, 1982; Farkash et al., 1986). La LH augmente
l’activité du CYPÏ7, qui est exprimé dans les cellules interstitielles et de la thèque et qui
expriment aussi de façon constitutive la 3I3HSD (Bogovich and Richards, 1982;
Erickson et al., 1985). Ainsi, le cholestérol est transformé en pregnenolone par le
CYP1 lA, qui pourra ensuite être converti en déhydroépiandrostérone (DHEA) par le
CYP17, en progestérone par la 33HSD, ou en androstènedione par l’action combinée du
CYP17 et de la 3I3HSD. La faible activité de la 173-hydroxystéroïde déhydrogénase
(l73H$D) et du CYP19 ou aromatase dans le compartiment LH-sensible serait à
l’origine de l’accumulation de ces intermédiaires et à la base du processus de
coopérativité nécessaire entre les deux compartiments (Gore-Langton and Armstrong,
1994).
La stéroïdogénèse du compartiment de la granulosa, et surtout l’absence ou la faible
expression du CYP17, imposent l’aromatisation des androgènes produits par le
compartiment LH-sensible en estrogènes, et permet la synthèse de novo de la
progestérone et de ses métabolites grâce à l’expression du CYP1 lA et de la 3I3HSD
(Gore-Langton and Armstrong, 1994). Le compartiment de la granulosa est le site
d’expression majoritaire du CYP19, lequel est stimulé par la fSH via l’activation de son
récepteur et une augmentation d’AMPc (Zeleznik et al., 1974; Dorrington et al., 1975;
Gore-Langton and Donington, 1981; Wang et al., 1982). La 1 713H$D est aussi
exprimée dans ce compartiment et permet la synthèse d’androstènediol et de testostérone
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à partir de métabolites intermédiaires synthétisés dans le compartiment LH-sensible
(Bjersing and Cartensen, 1964; Nimrod et al., 1980; Moon and Duleba, 1982).
finalement, la progestérone est produite par les cellules de la granulosa, mais sa
synthèse est régulée de façon complexe par l’action combinée de la FSH, des estrogènes
et de la LH (induisant le CYP1 lA et la 33HSD) alors que sa synthèse, à partir de
synthèse de novo de cholestérol, a lieu principalement dans ce compartiment à la fin de
la folliculogénèse, par suite du pic pré-ovulatoire de LH (Boyd et al., 1975; Hillier et al.,
197$; Donington and Armstrong, 1979; McNatty et aÏ., 1979; Jones and Hsueh, 1982).
En plus des gonadotrophines et des stéroïdes ovariens eux-mêmes, plusieurs
hormones, stéroïdes et facteurs de croissance, comme les facteurs de croissance
apparentés à l’insuline (IGfs), le facteur de croissance de l’épiderme (EGF), les
catécholamines, l’hormone de libération des gonadotrophines (GnRH), les
glucocorticoïdes, l’acétylcholine, la dopamine, la substance P, le peptide vasoactif
intestinal (VIP) et l’acide y-aminobutyrique (GABA), peuvent moduler localement la
stéroïdogénèse (Gore-Langton and Armstrong, 1994). Certaines données suggèrent
aussi l’implication de la 5-HT comme régulateur autocrine et paracrine de la
stéroïdogénèse ovarienne, un aspect traité plus en détail dans la section 3.3.3.
1.5 Les cellules du cumulus
C’est au moment de la formation de l’antre que les cellules du cumulus entourant
l’ovocyte se distinguent des cellules de la granulosa murales qui longent le mur
folliculaire (Buccione et al., 1990; Cortvrindt and Smitz, 2001). Leur destin est
intimement lié à celui de l’ovocyte jusqu’à la dégradation du COC qui débute au
moment de la fécondation et se termine peu avant la re division cellulaire de
l’embryon.
Les cellules du cumulus sont en contact intime avec l’ovocyte via des projections
cellulaires qui traversent la zone pellucide (Hertig and Adams, 1967; Anderson and
Albertini, 1976). Par exemple, une étude chez l’humain a permis de démontrer que des
prolongements des cellules du cumulus, particulièrement abondantes au cours du
développement pré-antral du follicule, sont en contact non seulement avec la membrane
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de l’ovocyte, mais plongent aussi profondément dans l’ovocyte et seraient en contact
avec des organelles et la vésicule germinale de l’ovocyte (Motta et al., 1994). De plus,
ces projections possèdent des propriétés fonctionnelles similaires à celles des neurones,
et pourraient donc jouer un rôle dans la capture et la relâche de facteurs paracrines à
l’interface entre l’ovocyte et les cellules du cumulus. En effet, les projections
transzonales contiennent des microtubules, qui transportent de manière bidirectionnelle
des organites et sont régulés par l’environnement hormonal folliculaire suggérant une
capacité de transport macromoléculaire régulable similaire à celle qu’on leur connaît
dans les axones (Allworth and Albertini, 1993; Can and Albertini, 1997; Can et ai,
1997; Carabatsos et al., 199$; Albertini et al., 2001). Les cellules du cumulus expriment
aussi la protéine de 25 kDa (SNAP-25), associée aux synaptosomes, qui permet
l’échafaudage d’un complexe protéique contribuant à l’ancrage des vésicules à la
membrane plasmique. Ceci laisse supposer la présence d’un mécanisme de relâche
vésiculaire similaire à celui des synapses neuronales (Grosse et al., 2000).
Les facteurs paracrines potentiellement sécrétés par les cellules du cumulus et pouvant
influencer l’ovogénèse et la folliculogénèse sont nombreux et comprennent le ligand kit,
le facteur de croissance du fibroblaste, l’IGf-I, l’IGf-II, l’EGF, le facteur inhibiteur de
leucémie, le TGf-Œ, le TGF-13, le facteur de nécrose tumorale ci, le facteur de croissance
de l’endothélium vasculaire, la leptine, l’acétylcholine, la sérotonine et les
catécholamines (Echtemkamp et al., 1990; Zolti et al., 1990; Roberts and Skinner, 1991;
Bodis et al., 1 992a; Artini et al., 1994; Brannstrom et al., 1994; Li et al., 1994; Mason et
aÏ., 1994; Kamat et al., 1995; Singh et aÏ., 1995; Antczak et al., 1997; Van Blerkom et
al., 1997; Yoshida et al., 1997; Mayerhofer et al., 1998; Mayerhofer et al., 2003).
Cependant, la fonction et le mécanisme d’action de la plupart de ces facteurs n’ont pas
été identifié avec certitude à ce jour.
Certaines des projections transzonales se terminent par des jonctions “gap” à la surface
de l’ovocyte, permettant l’échange d’ions, de seconds messagers et de petits métabolites
(<1 kDa) entre les cellules du cumulus et l’ovocyte (Kidder and Mhawi, 2002). L’unité
fonctionnelle de la jonction “gap” est le connexon, organite cylindrique qui forme un
canal membranaire, constitué d’un homo- ou hétéro-hexamère de protéines de la famille
des connexines, chacune des connexines possédant des propriétés de perméabilité et de
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régulation particulières (Swenson et aï., Ï 990; Bruzzone et aÏ., 1 996a, b; Bevans et aï.,
199$). L’interaction des extrémités des connexons de deux cellules adjacentes crée un
canal intercellulaire qui permet l’échange de cellule à cellule. Dans l’ovocyte, la
connexine 37 serait la seule exprimée par l’ovocyte; le “knockout” de cette connexine
rend les souris infertiles avec arrêt de la folliculogénèse au stade pré-antral (Simon et al.,
1997). La connexine 37 pourrait interagir avec les connexines 32, 43 et 45 exprimées
par les cellules du cumulus (Valdirnarsson et aï., 1993; Okuma et aL, 1996; Alcolea et
al., 1999; Wright et aÏ., 2001).
Grâce aux jonctions “gap”, les cellules du cumulus maintiennent l’ovocyte en arrêt
méiotique, induisent sa maturation méiotique et supportent sa maturation cytoplasmique
(Kidder and Mhawi, 2002; Tanghe et aÏ., 2002; Vanderhyden, 2002). Par exemple, ii a
été démontré que des acides aminés, des purines, i’AMPc et l’ion Ca2 sont transférées
des cellules du cumulus à l’ovocyte via les jonctions “gap” (Colonna and Mangia, 1983;
Eppig et al., 1985; Downs et al., 1986; Kumar and Gilula, 1996; Webb et al., 2002a, b).
De plus, les ovocytes isolés métabolisent mal le glucose par rapport aux cellules du
cumulus, lesquelles pourraient fournir des intermédiaires métaboliques facilement
métabolisables, comme le pyrnvate, à l’ovocyte via les jonctions “gap” (Biggers et al.,
1967; Relier and Schuitz, 1980; Downs and Utecht, 1999).
Après le pic pré-ovulatoire de LH, les projections transzonales et donc l’influence des
cellules du cumulus sur l’ovocyte sont diminuées, permettant la reprise de la méiose
(Albertini and Rider, 1994). À ce moment, le cumulus oophorus entre en expansion en
sécrétant une matrice de protéolycans dont le carbohydrate majeur est l’acide
hyaluronique (Bali et al., 1982; Salustri et al., 1999). À l’ovulation, les contacts entre
l’ovocyte et les cellules du cumulus sont rompus, mais l’ovocyte et les cellules du
cumulus sont emprisonnés dans la matrice de protéoglycans et seront ovulés sous la
forme d’un complexe mature, alors que les cellules de granulosa murales se lutéiniseront
pour former le corpus luteum (Espey and Lipner, 1994; Niswender and Nett, 1994).
Après l’ovulation, le COC doit être capté par les cellules ciliées de l’infundibuium et
descendre jusqu’à l’ampoule de l’oviducte où se déroulera la fécondation. Chez le
hamster, les étapes de capture et de transport du COC sont facilitées par la présence d’un
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complexe mature possédant une matrice extracellulaire normale (Mahi-Brown and
Yanagimachi, 1983; Lam et al., 2000).
1.6 L’ovocyte
L’ovocyte est le lien principal entre une génération et la suivante. En effet, l’ovocyte
fournit l’essentiel des molécules et organites qui supportent les besoins nutritionnels,
synthétiques, énergétiques et régulafionnels nécessaires au développement du nouvel
individu (Wassarman, 1994). Toutefois, l’ovocyte doit subir une maturation à la fois
cytoplasmique et nucléaire, en parallèle avec le développement du follicule, pour être
fécondable par le spermatozoïde.
1.6.1 Maturation cytoplasmique
Pendant leur phase de croissance, les ovocytes acquièrent une organisation
cytoplasmique complexe qui dépend à la fois de la production de nouveaux gènes et
d’organites et de la modification et la redistribution de ceux déjà présents. Par exemple,
l’embryon héritera presque exclusivement des mitochondries de l’ovocyte, qui se
multiplient et changent d’apparence, et le nombre de ribosomes augmente en accord
avec la forte synthèse d’ARN ribosomaux (ARNr) et protéique associée à cette période
de croissance (Wassarman and Josefowicz, 1978; Schultz et al., 1979). On observe
aussi une migration des organites en périphérie de l’ovocyte comme le réticulum
endoplasmique et l’appareil de Golgi, lequel se transforme de quelques saccules à de
larges citernes dans le cortex de l’ovocyte, où il permettra l’exportation des
glycoprotéines constituant la zone pellucide (Mehlmann et al., 1995). La synthèse de la
zone pellucide constitue une activité métabolique majeure de l’ovocyte à partir du stade
de follicule primaire; elle produit trois glycoprotéines qui serviront de récepteur au
spermatozoïde en plus de constituer un bloc à la polyspermie après la fécondation (Bleil
and Wassarman, 1980a, b; Philpott et al., 1987; Wassarman, 1988b). De plus, l’ovocyte
montre une forte activité ARN polymérase et accumule des acides aminés, des
ribonucléosides, et de nombreuses vésicules de réserve comme des granules de
glycogène, des goutelettes lipidiques et des corps cristallins qui serviront probablement
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de sources d’énergie et de substrats après la fécondation (Schultz et aÏ., 1978; Picton et
al., 199$). finalement, l’ovocyte mature est aussi une formidable réserve d’ARNm et de
protéines qui seront nécessaires en cours de la folliculogénèse et pour subsister aux
premières heures après la fécondation, alors que le génome de l’embryon n’est pas
encore activé. Les mécanismes contrôlant la synthèse d’ARNm et leur traduction dans
les ovocytes sont liés à la polyadénylation des ARNm et sont sélectifs et ordonnés de
façon à ce que l’activation des ARNm en réserve puisse survenir à des étapes
spécifiques de la maturation ovocytaire et du développement embryonnaire précoce
(Bachvarova, 1992; Oh et al., 2000).
1.6.2 Maturation nucléaire
Chez la majorité des mammifères, l’ovocyte arrête en prophase de la l méiose peu
de temps après la naissance et reprendra sa maturation en réponse au pic pré-ovulatoire
de LH qui interagit avec son récepteur exprimé à la surface des cellules de la granulosa
(Park et al., 2004). Au cours de la folliculogénèse pré-antrale, l’arrêt méiotique est
maintenu par des facteurs inhérents à l’ovocyte et est relié à une faible activité de
protéines régulatrices du cycle cellulaire comme la cycline B et la kinase cycline
dépendante 1 (CDK1) (Eppig et ai, 2004). Cependant, une fois que l’ovocyte a
complété sa croissance et qu’un antre commence à se former, l’arrêt méiotique dépend
de l’environnement folliculaire. Ainsi, les ovocytes de follicules antraux reprennent
spontanément la méiose lorsqu’isolés et mis en culture (Pincus and Enzmann, 1935;
Eppig et al., 2004). Cette observation a mené à l’hypothèse de la production d’un
inhibiteur de la maturation méiotique par les cellules de la granulosa. Plusieurs
candidats ont été suggéré pour remplir ce rôle, dont un peptide de moins de 20 kDa
présent dans liquide folliculaire de porc, ou l’hypoxanthine qui se trouve dans le liquide
folliculaire à une concentration suffisante pour inhiber la maturation méiotique (Isafriri
and Channing, 1975; Tsafriri et al., 1976; Downs et al., 1985; Eppig et al., 1985). Les
recherches pour identifier avec certitude le (ou les) facteur qui maintient en arrêt
méiotique l’ovocyte ont été pendant de longues années infructueuses, mais ont tout de
même permis de révéler le rôle central joué par un haut niveau d’AMPc dans l’ovocyte
(Conti et al., 2002; Eppig et al., 2004). Ce haut niveau d’AMPc ovocytaire serait
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maintenu par l’activité de l’adénylate cyclase 3 et la faible activité de la
phosphodiestérase 3A (PDE3A), et stimulerait l’activité de la PKA, causant la
phosphorylation de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire
(Bornslaeger et ciL, 1986; $hitsukawa et al., 2001; Rorner et al., 2003). Récemment, il a
été démontré que l’activité constitutive d’une protéine G était nécessaire pour maintenir
l’arrêt méiotique, puisque l’injection d’ovocytes avec un anticorps contre G ou d’un
dominant négatif de G provoque la reprise de la méiose dans l’ovocyte à l’intérieur
même du follicule (Mehimaim et al., 2002; Kalinowski et aÏ., 2004). De plus, le
récepteur activant cette protéine G a lui aussi été identifié. Il s’agit d’un RCPG orphelin
nommé GPR3 et qui est exprimé à la fois dans l’ovocyte et les cellules de la granulosa,
mais de façon plus abondante dans l’ovocyte (Mehlmaim et al., 2004). 82% des
follicules antraux des souris “knockout” pour le GPR3 contiennent des ovocytes ayant
repris leur méiose et l’injection de l’ARNm de GPR3 dans les ovocytes de follicules pré
antraux de souris “knockout” permet de restaurer l’arrêt méiotique (Mehlmann et al.,
2004).
Puisque l’environnement folliculaire maintient l’arrêt méiotique des ovocytes, le pic
pré-ovulatoire de LH pourrait supprimer cette inhibition. Par exemple, l’action de la LII
pourrait inhiber la sécrétion du ligand, encore inconnu, du récepteur GPR3, bloquer le
transfert d’AMPc des cellules du cumulus à l’ovocyte en supprimant les jonctions “gap”,
ou provoquer une augmentation de l’activité de la PDE3A ovocytaire; augmentation
d’activité observée lors de la reprise spontanée d’ovocytes de rat (Richard et al., 2001;
Conti et al., 2002). Alternativement, la LH pourrait agir en stimulant une voie qui
surpasserait l’inhibition folliculaire. Il a en effet été démontré que différents ligands
comme la FSH, l’EGF, l’hormone de croissance (GH) ou le TGFI3 provoquaient la
reprise de la méiose chez des COCs cultivés in vitro en présence d’hypoxanthine (Dekel
and $herizly, 1985; Feng et al., 198$; Apa et aÏ., 1994; Byskov et aÏ., 1997). Par
ailleurs, la recherche d’un signal endogène régulant la reprise de la méiose a mené à
l’identification d’un stérol activateur de la méiose (MAS), présent dans le liquide
folliculaire, stimulable par les gonadotrophines et qui provoque la reprise de la méiose
dans des COCs cultivés in vitro en présence d’hypoxanthine (Byskov et al., 1995;
Byskov et al., 1997).
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1.6.3 Influence paracrine de l’ovocyte sur le follicule
L’ovocyte est essentiel à la folliculogénêse puisque son absence ou son ablation
empêche la formation et le développement du follicule (Eppig, 2001; Gilchrist et al.,
2004). Ainsi, l’ovocyte sécrète une variété de facteurs paracrines qui influencent la
folliculogénèse en général et plus particulièrement les cellules du cumulus qui
l’entourent. Par exemple, la transplantation d’ovocytes de follicules secondaires à des
follicules primitifs double le rythme du développement du follicule et la différenciation
des cellules de la granulosa, suggérant un rôle central de l’ovocyte dans l’orchestration
et la coordination du développement folliculaire (Eppig et al., 2002). De plus, la co
culture d’ovocytes dénudés avec des cellules de la granulosa ou du cumulus a permis de
démontrer que l’ovocyte sécrète un (ou des) facteur mitogénique qui favorise la synthèse
d’ADN et la prolifération de ces cellules en plus d’augmenter l’action mitogénique de
régulateurs comme la FSH, l’IGF-I et les androgènes (Vanderhyden et al., 1992;
Armstrong et ut., 1996; Lanuza et aï., 199$; Gilchrist et aï., 2001; Hickey et aï., 2004).
L’ovocyte est aussi responsable du phénotype particulier des cellules du cumulus par
rapport aux cellules de la granulosa. En effet, l’ablation chirurgicale de l’ovocyte d’un
COC rétablit un phénotype de type granulosa de ses cellules en réduisant la capacité de
synthèse d’ADN et en augmentant leur sécrétion de progestérone (Gilchrist et al., 2004).
De plus, l’ovocyte inhibe l’expression de l’ARNm du récepteur à LH et induit
l’expression de gènes nécessaires au couplage métabolique particulier qui unit l’ovocyte
et les cellules qui l’entourent (Eppig et al., 1997; Eppig et al., 199$; Sugiura et al.,
2005). Finalement, l’ovocyte régule l’expansion du cumulus et l’ovulation en stimulant
l’expression de la hyaluronane synthétase-2 et de la cyclooxygénase 2 et en inhibant
celle de l’activateur du plasminogène de type urokinase (Canipari et al., 1995; Joyce et
al., 2001; Gilchrist et al., 2004).
Parmi les facteurs sécrétées par l’ovocyte, des membres de la superfamille des TGF-E3
comme le facteur de différenciation et de croissance 9 (GDF-9), la protéine
morphogénique de l’os 15 (BMP-15 ou GDF-9B) et la protéine morphogénique de l’os 6
(BMP-6) agissent comme régulateurs intra-folliculaires (Vanderhyden, 2002; Pangas
and Matzuk, 2004; Juengel and McNatty, 2005).
23
Cette capacité de l’ovocyte à influencer son environnement cellulaire, via la sécrétion
de facteurs paracrines, fluctue au cours de la folliculogénèse et serait elle-même régulée
par des facteurs provenant des cellules somatiques dans un échange bidirectionnel
complexe impliquant de nombreux facteurs.
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Chapitre 2 : Introduction
L’activation ovocytaire
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2.1 Hypothèse générale
À la fécondation chez les mammifères, le contact, puis la fusion du spermatozoïde
fécondant avec l’ovocyte provoquent l’activation de l’ovocyte. Cette activation
nécessite une forte augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2, suivie d’une
2+ ,
sene d oscillations de Ca ,dont la frequence et 1 amplitude varient en fonction de
l’espèce et qui sont nécessaires au développement normal de l’embryon (Kiine and
2+Khne, 1992). Le premier pic de Ca apparait au point de contact entre les deux
gamètes, de quelques secondes à quelques minutes après la fusion, et se propage, telle
une vague, à travers tout l’ovocyte (Miyazaki et al., 1926). Les oscillations
subséquentes se propagent de sites de plus en plus diffus jusqu’à ce que, après plusieurs
2+ 2+ .
oscillations de Ca ,les augmentations de Ca semblent etre initiees de façon uniforme
dans l’ovocyte (Miyazaki et al., 1986). Ces oscillations de Ca2 seraient nécessaires à la
poursuite de la méiose et persisteraient jusqu’à la formation des pronuclei (Jones et al.,
1995). L’arrêt des oscillations calciques au moment de la formation des pronuclei serait
dû à la séquestration, à l’intérieur de ceux-ci, d’une molécule permettant les oscillations
calciques puisque l’injection de noyaux d’embryons 1 cellule ou 2 cellules dans des
ovocytes de souris provoque des oscillations calciques semblables à celles observées à la
fécondation (Kono et al., 1995). Ces oscillations observées à la fécondation semblent
influencer l’efficacité de l’activation et même le développement ultérieur de l’embryon.
Premièrement, l’inhibition complète des oscillations de Ca2 à la fécondation bloque
complètement l’activation. Ainsi, l’expulsion des granules corticaux, la formation du
deuxième globule polaire et la formation des pronuclei n’ont pas lieu: l’ovocyte fécondé
ne reprend donc pas sa maturation méiotique (Kiine and Kline, 1992). L’étude de
l’importance de ces oscillations de Ca2 par l’activation parthénogénétique des ovocytes
a aussi permis de mieux comprendre l’importance du nombre, de l’amplitude et de la
2+ . , . . , . . 2+frequence des pics de Ca . Ainsi, 1 activation d ovocytes par un simple pic de Ca est
possible, mais n’est pas complète puisqu’un faible taux d’ovocytes se rend jusqu’à la
formation du pronucleus (Ozil and Swann, 1995). La même étude a permis de
démontrer que l’activation causée par une série d’oscillations de Ca2 est plus efficace,
26
puisqu’un plus grand nombre d’ovocytes montre la formation d’un pronucleus et plus
rapidement (Ozil and Swaim, 1995). Une autre étude, sur la variation de l’amplitude, à
fréquence constante, a aussi démontré que la vitesse et le taux de formation du
pronucleus étaient affectés positivement par une plus grande amplitude des oscillations
(Vitullo and Ozil, 1992). Des agents comme le TPEN et le DTT ont été utilisés pour
évaluer l’influence du nombre d’oscillations de Ca2 sur le taux de réussite d’ovocytes
de souris à former des pronuclei après la fécondation. Cette étude a permis de
démontrer qu’un unique pic de Ca2 était insuffisant pour provoquer la formation des
pronuclei et que le pourcentage d’ovocytes avec pronuclei croît avec le nombre de pics
observés (Lawrence et al., 1998). Le nombre de ces oscillations aurait aussi un effet sur
le temps nécessaire à la formation des pronuclei, la rupture de l’enveloppe nucléaire et le
clivage au stade 2 cellules (Lawrence et al., 199$).
En utilisant l’activation parthénogénétique d’ovocytes comme modèle, il a été
démontré que les oscillations de Ca2 observées après la fécondation ont un effet sur le
développement embryonnaire. En effet, l’analyse de l’activation d’ovocytes de lapin par
différentes doses de Ca2 a permis de constater que la variation de la concentration et de
la durée des pics calciques affectait positivement le taux d’activation, la configuration
nucléaire, le taux de compaction et le taux de formation de blastocystes (Ozil, 1990).
Chez la souris, différentes activations parthénogénétiques mènent à des proportions
différentes de cellules formant la masse cellulaire interne versus le trophectoderme dans
les blastocystes (Bos-Mikich et al., 1997). De plus, le taux d’implantation de ces
embryons semble aussi varier en fonction du traitement (Bos-Mikich et al., 1997).
L’ensemble de ces études confirme que les oscillations de Ca2 observées dans les
heures suivant la fécondation sont très importantes pour l’activation et le développement
normal du nouvel embryon. Toutefois, une plus grande fréquence, amplitude et durée
des oscillations n’est pas nécessairement bénéfique pour l’embryon. En effet, il a été
démontré que la relâche excessive de Ca2 peut nuire au développement en activant
l’ovocyte de façon anormale (Gordo et al., 2000). De la même manière, les oscillations
de Ca2 provoquées dans des ovocytes âgés orientent l’ovocyte vers la voie de
l’apoptose plutôt que celle de l’activation (Gordo et aÏ., 2000). Les oscillations de Ca2
contiendraient donc un message codé dans leur amplitude, fréquence et durée, qui peut
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être décodé différemment en fonction du statut cellulaire (Dupont, 1998). Ce patron
spécifique d’oscillations affecte aussi, à plus long terme, l’embryon en stimulant certains
facteurs de transcription et en déterminant différents profils d’activation génétique
importants pour le développement embryonnaire. Des exemples de décodage
d’oscillations existent déjà dans le cas de cellules somatiques dont les facteurs de
transcription ont des sensibilités différentes à l’amplitude, la durée et la fréquence des
oscillations de Ca2 (Dolmetsch et aï., 1997; Dolmetsch et al., 1998).
Historiquement, l’accumulation d’information sur les mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans la génération de ces oscillations calciques a été dirigée vers
trois principaux modèles : le spermatozoïde bombe à calcium, l’interaction ligand
récepteur et l’injection d’un facteur spermatique. Ces modèles ont servi de base pour
l’élaboration d’expériences qui ont de recueillir un grand nombre de connaissances sur
ce phénomène.
2.1.1 Spermatozoïde “bombe-conduit” à calcium
Le modèle du spermatozoïde “bombe-conduit” propose que le spermatozoïde contient
une importante quantité de Ca2 ou que, après la fusion des deux gamètes, des pores
situées dans la membrane du spermatozoïde permettent l’entrée du Ca2 dans le
cytoplasme de l’ovocyte (Jaffe, 1991). Cet influx de Ca2 provoque la surcharge des
réserves intracellulaires de Ca2 et sa libération, par un mécanisme de “relâche de Ca2
induite par le Ca2” (CICR). Cette hypothèse a toutefois été invalidée lorsqu’on a
er• 2+ et 2+constate que le 1 influx de Ca extracellulaire survient apres le 1 pic de Ca
(McGuinness et al., 1996). De plus, l’introduction de Ca2 dans l’ovocyte par injection
(Igusa and Miyazaki, 1983) ou à l’aide de champs électriques (Ozil and $wann, 1995),
qui cause un influx de Ca2, ne provoque qu’un pic et l’injection répétée de Ca2 ne
provoque pas une réponse semblable à celle observée lors de la fécondation
(McGuinness et al., 1996). Finalement, malgré la preuve récente de la nécessité de la
fusion pour provoquer des oscillations de Ca2 (Lawrence et al., 1997), il a été démontré
par imagerie du Ca2 qu’il n’y a pas d’augmentation de Ca2 dans la région
correspondant au cytoplasme récemment fusionné du spermatozoïde avant une
augmentation dans l’ovocyte (Jones et al., 1998).
2$
2.1.2 Activation ligand-récepteur
Le modèle de l’interaction ligand-récepteur propose que le spermatozoïde ou une
molécule à sa surface agisse comme ligand envers un récepteur membranaire de
l’ovocyte, pour activer subséquemment une phospholipase C (PLC) via une protéine G
ou des tyrosines kinases, puis la voie de l’inositof 1 ,4,5-trisphosphate (1P3), menant à la
libération de Ca2 intracellulaire. Les techniques utilisées ont donc visé à démontrer le
rôle de ces différentes molécules dans la génération d’oscillations de Ca2.
L’implication possible d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) est illustrée par
l’injection de GDPÇ3S, qui bloque les oscillations de Ca2 à la fécondation (Miyazaki et
al., 1993) et par l’injection répétée de GTPy$ et l’activation d’un récepteur par la 5-HT,
qui causent des oscillations de Ca2 (Miyazaki et al., 1990). La protéine G activée par
ce récepteur activerait par la suite une PLCf3 ou bien l’activation d’un récepteur mènerait
à l’activation d’une voie des tyrosines kinases (la phosphorylation sur tyrosine de
plusieurs protéines est augmentée après la fécondation) pour, ensuite, activer une PLCy
(Dupont et al., 1996). Les données accumulées en faveur d’un rôle pour une PLC à la
fécondation proviennent principalement du fait que l’U73 122, un inhibiteur de PIC,
bloque la relâche de Ca2 et l’activation suivant la fécondation (Dupont et al., 1996). De
plus, 4 isoformes (f31, f33, y1 et y2) de l’enzyme sont présentes dans l’ovocyte (Dupont et
al., 1996; Mehlmann et al., 199$; Wang et al., 199$). Ce modèle est aussi en accord
avec un bon nombre de résultats ayant trait au second messager 1P3, molécule produite
par la conversion du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) en 1P3 et diacylglycérol
(DAG) par la PIC. En effet, la microinjection, dans l’ovocyte, de l’1P3 ou de son
analogue non-hydrolysable thio-1P3 provoque la relâche de Ca2’ (Miyazaki et al., 1993)
et la micro-injection répétée de ces deux molécules cause des oscillations de Ca2
(fissore et al., 1995). De plus, si l’on bloque le récepteur à l’1P3 grâce à l’héparine ou à
un anticorps dirigé contre le récepteur, les oscillations de Ca2 et l’activation de
l’ovocyte fécondé sont inhibées (Miyazaki et al., 1993).
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2.1.3 Facteur spermatique activateur
Ce dernier modèle est maintenant privilégié par une majorité de groupes de recherche.
En effet, il tient compte des données accumulées en faveur des autres modèles et de
nouvelles démonstrations. Aussi, le fait que la fusion des deux gamètes soit nécessaire
et que le contact entre les deux gamètes soit dispensable (dans le cas de l’injection
intracytoplasmique d’un spermatozoïde (TCSI)) pour l’apparition des oscillations
calciques est compatible avec le modèle du facteur spermatique. Les données sur
l’utilisation de l’U73 122 et sur l’1P3 sont aussi très pertinentes, si l’on envisage que le
facteur spermatique interviendrait dans une cascade en modulant le niveau d’1P3. Il a
aussi été démontré que l’injection d’un extrait spermatique de souris, de porc, d’humain
et de hamster dans un ovocyte provoque une série d’oscillations calciques très
semblables à celles observées lors de la fécondation (Swann, 1990; Parrington et al.,
1996; Palermo et al., 1997; Wu et al., 1997). De plus, une variation dans la dose de ce
facteur spermatique provoque une variation dans la fréquence des oscillations observées
(Swann, 1990). Ce facteur spermatique provoque aussi, tout comme à la fécondation,
une sensibilisation de l’ovocyte à la CICR; mécanisme probablement très important
2+dans la generation des oscillations de Ca (Swann and Ozil, 1994).
En fait, la donnée manquante principale pour confirmer ce modèle est l’identification
du facteur spermatique. Quelques candidats ont été proposés et les études visant à
identifier ce facteur ont permis d’en déterminer quelques caractéristiques importantes.
Ce facteur semble être de nature protéique, puisqu’il est sensible à la chaleur et à la
trypsine (Swaim, 1990; Wu et al., 1997). Il est d’un poids moléculaire de 29-6$ kDa
(Swann, 1990) et peut être séparé partiellement par chromatographie (Wu et al., 1998).
Son expression semble restreinte au spermatozoïde, puisque l’injection d’extraits
protéiques d’autres tissus ne provoque pas les oscillations calciques (Wu et al., 1997).
Le spermatozoïde fécondant provoquerait donc des oscillations de Ca2 en injectant
une ou des protéines, plus ou moins solubles au départ, dans le cytoplasme de l’ovocyte.
Ce facteur spermatique activateur provoque la relâche de Ca2 des réserves internes de
l’ovocyte et le maintien de ces oscillations calciques dépend d’influx de Ca2
extracellulaire (Swann, 1994). La libération de Ca2 intracellulaire nécessite l’ouverture
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des canaux sensibles à l’1P3; même si l’on ignore toujours si le facteur spermatique
agirait pour produire de 1’1P3 ou sur le récepteur lui-même (Swann and Lai, 1997). Le
facteur spermatique provoquerait aussi une sensibilisation de l’ovocyte à la CICR. Cette
caractéristique des ovocytes post-fécondation serait très importante pour le maintien des
oscillations de Ca2 et impliquerait une modification de la sensibilité des récepteurs à 1P3
de l’ovocyte. Ainsi, une fois la CICR sensibilisé jusqu’à un certain seuil, les oscillations
se regénéreraient d’elles-mêmes et ce, à une concentration basale de Ca2 (Parrington et
al., 1998). Ainsi, l’effet d’une vague de Ca2 suivie d’oscillations initiées en des
endroits de plus en diffus, serait dû à la libération du facteur spermatique (provoquant
initialement une vague rapide de Ca2 à partir du point de fusion), suivi de la diffusion
plus lente du facteur spermatique responsable de cette sensibilisation à la CICR à travers
l’ovocyte (provoquant une initiation de plus en plus diffuse des augmentations de Ca2j.
2.2 Facteurs spermatiques potentiels
L’accumulation de preuves en faveur de l’hypothèse du facteur activateur spermatique
a mené à une course à la purification et à l’identification de ce ou ces facteurs
spermatiques activateurs. En cours d’étude, deux candidats crédibles ont été considérés:
les protéines oscilline et tr-kit. Un autre candidat vraisemblable, la phospholipase C zeta
(PLCÇ), n’a pas été examinée lors de nos travaux. Toutefois, le rôle potentiel de la PLC
sera discuté dans la section 6.3 étant donné les différents travaux soulignant son
importance dans l’activation des ovocytes de mammifères.
2.2.1 L’oscilline
L’historique de ce candidat activateur est relativement simple puisqu’une seule
publication regroupe l’ensemble des travaux qui ont mené à son identification et sa
caractérisation (Parrington et aÏ., 1996). Les auteurs ont tout d’abord préparé un extrait
cytosolique des protéines de spermatozoïdes de hamster. Ensuite, ils ont utilisé
successivement des colonnes chromatographiques pour séparer les protéines
cytosoliques extraites en différentes fractions. L’activité oscillogène de ces différentes
fractions sur le niveau de Ca2 intracellulaire a ensuite été évaluée par micro-injection
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dans des ovocytes de souris. Ce protocole expérimental a permis d’identifier une
protéine d’environ 33 kDa co-migrant avec l’activité oscillogène des fractions purifiées.
Aucune autre protéine ne co-migrait avec l’activité oscillogène, suggérant que cette
protéine de 33 kDa était le principal composant du facteur spermatique activateur. Cette
protéine ne semble pas être une protéine G puisqu’une variété d’anticorps dirigés contre
des protéines G de mammifère ne la reconnaissent pas. De plus, un anticorps
monoclonal préparé contre cette protéine a permis de confirmer son expression dans le
spermatozoïde et non pas dans des extraits de foie ou de cerveau, en accord avec une
absence d’activité oscillogène dans les extraits protéiques de ces deux tissus (Swann,
1990). Aussi, le pI d’environ 6 de cette protéine de 33 kDa correspond à celui des
fractions démontrant une activité oscillogêne.
L’analyse de la séquence amino-terminale de la protéine de 33 kDa et le criblage d’une
banque d’ADNc de testicule de hamster a permis d’en déterminer la séquence. Cette
séquence code pour un polypetide de 289 acides aminés avec une masse moléculaire
prédite de 32610 et un pI de 6.4 correspondant à la caractérisation biochimique de la
protéine extraite des spermatozoïdes de hamster. Cette protéine montre une homologie
de 53% avec une glucosamine-6-phosphate isomérase isolée chez Escherichia cou.
Finalement, une étude d’immunofluorescence indirecte avec un anticorps spécifique a
permis de localiser la protéine dans la région équatoriale interne des spermatozoïdes de
hamster, porc et humain. Par suite de cette démonstration de l’activité oscillogène de la
protéine, les auteurs ont proposé de la nommer oscilline (Parrington et aÏ., 1996).
L’oscilline possède plusieurs caractéristiques essentielles à un facteur spermatique
injecté. Son pI, sa taille et sa nature peptidique correspondent aux caractéristiques
biochimiques identifiées précédemment. Son expression, restreinte au spermatozoïde, et
sa localisation, dans la partie équatoriale interne, correspondent aussi à des
caractéristiques compatibles avec les propriétés d’un facteur spermatique injecté. Sa
présence chez le hamster, le porc et l’humain, ainsi que sa capacité de stimuler des
ovocytes de souris, correspondent à l’universalité d’un tel mécanisme chez les
mammifères. Finalement, l’activité oscillogène sur le niveau de Ca2 intracellulaire
semble confirmer son importance dans le processus d’activation ovocytaire et la
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justification de son nom, malgré l’absence complète d’explications sur te mécanisme
moléculaire impliqué dans la genèse des oscillations.
2.2.2 Tr-kit
La protéine tr-kit est une version tronquée du récepteur tyrosine kinase c-kit, récepteur
impliqué dans l’hématopoïèse, la mélanogénèse et la gamétogénèse pendant le
développement et chez l’animal adulte (Ashman, 1999). Cette version tronquée du
récepteur a été identifiée chez la souris, est codée par un transcrit de 3.2 kb, avec un
promoteur alternatif se trouvant à l’intérieur du 1 6me intron du gène codant pour c-kit
(Rossi et al., 1992). La séquence codante prédit une protéine de 202 acides aminés,
contenant 12 acides aminés spécifiques à tr-kit et 190 acides aminés contenant la
seconde boîte du domaine tyrosine kinase (site catalytique phosphotransférase) et le site
d’autophosphoiylation dans le domaine intracellulaire, mais excluant le domaines
extracellulaires et transmembranaires, la première boîte du domaine tyrosine kinase (site
de liaison de l’ATP) et la région entre les deux boîtes tyrosine kinase (Rossi et aï.,
1992).
La protéine elle-même est détectée dans les spennatides en élongation et les
spermatozoïdes et est localisée par immunofluorescence indirecte dans la région de la
tête, de la pièce intermédiaire et de la goutte cytoplasmique, mais pas dans la région de
l’acrosome (Albanesi et al., 1996; Sette et al., 1997).
Pour ce qui est du rôle de tr-kit dans l’activation ovocytaire, l’injection d’extraits de
cellules COS transfectées avec une tr-kit recombinante provoque la formation de
pronuclei dans 70% des ovocytes de souris injectés, dont 90-95% se rendront jusqu’au
stade 2 cellules lorsque cultivés in vitro, alors que l’incubation des ovocytes dans du
BAPTA-AM (chélateur de Ca2 intracellulaire) inhibe ces effets, suggérant une
implication du Ca2 dans le mécanisme d’activation de tr-kit (Sette et al., 1997). De la
même façon, l’injection de l’ARNm de tr-kit dans des ovocytes provoque la formation
de pronuclei dans 56% des ovocytes injectés et les ovocytes injectés avec l’ARNm de tr
kit ou des extraits de cellules COS transfectées avec tr-kit montrent une exocytose des
granules corticaux, suggérant encore une fois l’implication du Ca2 intracellulaire (Sette
et aï., 1997). L’injection de 0.2-0.4 équivalents/spermatozoïde de tr-kit suffit à causer
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l’activation de 70% des ovocytes injectés et le temps requis pour les différentes étapes
de cette activation est semblable à celui observé normalement ($ette et al., 199$).
Pour ce qui est du mécanisme d’activation, l’implication d’une PLC de l’ovocyte est
suggérée par l’inhibition par 1’U73 122 de l’activation causée par tr-kit (Sette et al.,
1997). L’implication d’une PLC de l’ovocyte est aussi suggérée par l’inhibition de
l’activation causée par tr-kit lors de la co-injection d’extraits de cellules COS
transfectées avec le domaine SH3 de la PLCy1 ou un anticorps dirigé contre cette partie
(Sette et al., 199$). Aussi, la co-transfection de tr-kit et de la PLC’yl dans des cellules
COS cause une forte augmentation de la production de DAG et d’inositol phosphate
(Serte et al., 199$). Finalement, la co-transfection de tr-kit et de la PLC71 dans des
cellules COS augmente le niveau de phosphorylation de la PLC71, mais pas le niveau
général de phosphorylation d’autres protéines (Serte et al., 199$).
Le candidat tr-kit possède plusieurs caractéristiques essentielles à un facteur
spermatique injecté. La protéine tr-kit est exprimée dans les spermatides et les
spermatozoïdes seulement et sa localisation, dans le cytoplasme résiduel et la pièce
intermédiaire, correspond aux caractéristiques d’un facteur spermatique injecté. Aussi,
sa capacité d’activer les ovocytes de souris selon un mécanisme dépendant du Ca2 et de
provoquer différents signes physiologiques de cette activation correspond aux propriétés
attendues d’un tel facteur. Finalement, le début de caractérisation du mécanisme
moléculaire et l’implication d’une PLC et de l’inositol phosphate sont compatibles avec
les données obtenues jusqu’à maintenant malgré l’absence de mesures du Ca2.
34
Chapitre 3 : Introduction
La sérotonine
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3.1 Origine historique et évolutive de la sérotonine et de ses récepteurs
Dans le monde vivant, seuls quelques acides aminés sont utilisés pour devenir des
signaux par transformation chimique de la molécule. En fait, trois acides aminés servent
de base moléculaire aux systèmes de signalisation aminergique, soit la tyrosine,
l’histidine et le tryptophane. La tyrosine sert de structure de base à la formation de la
thyroxine, de la triiodothyronine, de l’octopamine, de la dopamine, de la noradrénaline
et de l’adrénaline. L’histidine sert de base structurelle à l’histamine. finalement, le
tryptophane et son noyau indole sert de structure de base à la sérotonine et à la
mélatonine. La sérotonine a été initialement purifiée et caractérisée en fonction de sa
propriété “tonique” et vasoconstrictrice à partir de sérum de boeuf d’où provient son
nom (Rapport et aÏ., 1948). Aujourd’hui, la 5-HT est considérée comme une
neurohormone, étant donné sa fonction de neurotransmetteur dans le système nerveux
central et son rôle hormonal en périphérie et ce, à de multiples niveaux. Son origine
remonte à plusieurs centaines de millions d’années puisqu’on peut la détecter chez un
organisme tel que le protozoaire Tetrahyrnenapyriformis (Essman, 1987). Chez cet
unicellulaire, le contact avec la 5-HT provoque la transmission, sur plusieurs centaines
de générations, d’une “empreinte hormonale” spécifique qui augmente la sensibilité et la
spécificité à la 5-HT de l’organisme exposé (Csaba et al., 1980). De plus, la 5-HT
affecte différentes fonctions physiologiques de l’organisme comme sa synthèse d’ARN
(Csaba and Ubornyak, 1981) ou son activité phagocytique (Csaba, 1993), suggérant
donc une capacité de reconnaissance de type signal-récepteur chez cet organisme.
L’action de la 5-HT est transmise par une famille de récepteurs spécifiques et dont les
1er membres ont été initialement décrits il y après de 50 ans grâce à l’étude de sites
ayant des fonctions physiologiques et propriétés pharmacologiques différentes (Gaddum
and Picarelli, 1957). Par la suite, les techniques de biologie moléculaire ont permis
d’identifier une grande variété de récepteurs à 5-HT.
La comparaison des séquences de ces récepteurs à 5-HT permet d’en analyser
l’ancienneté, l’origine évolutive et de déduire certaines des propriétés. Cette analyse,
qui permet de générer des arbres phylogénétiques de familles de gènes, repose sur
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l’hypothèse que les gènes de la superfamille des RCPG ont une structure secondaire
conservée, un rythme relativement constant de mutation dans leur séquence (environ I %
de différence par 10 millions d’années) et que plusieurs de ces gènes ne contiennent pas
d’introns (Fryxell, 1995).
Ainsi, une analyse par Peroutka et Howeli rapporte qu’un récepteur à 5-HT
“primordial” se serait différencié en récepteur 5-HT1-primitif, 5-HT2 et 5-HT6 il y a
environ $00 millions d’années (Peroutka and HowelI, 1994). Par la suite, il y a environ
700 millions d’années, la famille 5-HT1-primitif aurait donnée lieu aux familles de
récepteurs 5-HT5, 5-HT7 et 5-HT1 précédant la séparation entre les vertébrés et les
invertébrés, laquelle aurait eu lieu il y a 600 millions d’années. Ensuite, à 500 millions
d’années, seraient apparues les différents sous-types de récepteur 5-HT1 et de récepteur
5-HT2. Finalement, il y a 300 millions d’années, les différentes formes de récepteurs 5-
HT5 seraient apparues et ce, bien avant la séparation entre les différents mammifères (il
y a de cela 90 millions d’années environ). Ces mêmes auteurs suggèrent que les
récepteurs muscariniques, dopaminergiques, Œ-adrénergiques et f3-adrénergiques,
ressemblant davantage au récepteurs 5-HT1 qu’aux récepteurs 5-HT2 et 5-HT6, auraient,
eux aussi, pu évoluer à partir d’un récepteur à 5-HT “primordial” (Peroutka and Howeil,
1994). Cette analyse n’inclut cependant pas les récepteurs 5-HT3, qui auraient une
origine évolutive différente puisque ce ne sont pas des RCPG, ni le récepteur 5-HT4, qui
n’était pas encore séquencé à l’époque, mais illustre l’ancienneté, l’importance et la
complexité des récepteurs à 5-HT d’un point de vue évolutif.
3.2 Les membres d’un système sérotoninergique
La sérotonine agit comme molécule-signal et est accompagnée d’une variété de
protéines permettant sa synthèse, la transduction de son signal, son intemalisation et sa
dégradation. L’ensemble de ces molécules forment un système sérotoninergique
complet. La synthèse de sérotonine a lieu en deux étapes, respectivement catalysées par
la tryptophane hydroxylase et la décarboxylase des acides aminés L aromatiques. Après
sa libération, la 5-HT peut activer une variété de récepteurs possédant différentes
propriétés pharmacologiques, capacités de transductions et sites d’expression, qui
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rendent compte de la diversité de ses fonctions. Par la suite, la 5-HT peut être recaptée
et intemalisée par un transporteur membranaire spécifique qui permet l’arrêt de
l’exposition des récepteurs à la 5-HT et son recyclage vers un nouveau cycle de
sécrétion ou sa dégradation par la monoamine oxydase (MAO) exprimée à l’intérieur de
la cellule. Cette section résumera donc les principales caractéristiques de chacun de ces
membres qui permettent à la 5-HT la complexité de son action.
3.2.1 Les enzymes de synthèse de la sérotonine
La première étape dans la synthèse de la 5-HT est le transport à l’intérieur de la cellule
de l’acide aminé tryptophane. La source première de cet acide aminé est alimentaire et
son transport à l’intérieur de la cellule est régulé par un transporteur d’acide aminé qui
permet aussi l’internalisation d’acides aminés neutres comme la leucine, l’isoleucine, la
valine et la phénylalanine (Martinez et al., 2001). Ainsi, dans le cerveau par exemple, la
synthèse de 5-HT dépend du niveau de tryptophane dans la cellule nerveuse qui, lui-
même, dépend de la concentration de tryptophane dans le sang. Dans le cas d’un régime
alimentaire faible en tryptophane et puisque le même transporteur permet
l’intemalisation du tryptophane et d’autres acides aminés neutres, la compétition entre
ceux-ci peut induire une baisse du niveau de 5-HT dans le cerveau et ainsi modifier
certains comportements associés à la 5-HT. Ceci a déjà été démontré, à tout le moins à
court terme, chez des modèles animaux et chez l’humain (Reilly et al., 1997). Une fois
intemalisé, le tiyptophane peut subir une première étape d’hydroxylation par la TPH.
Cette hydroxylation est l’étape limitante de la synthèse de la 5-HT et on retrouve la TPH
uniquement dans les cellules qui synthétisent la 5-HT. Ensuite, le 5-hydroxytryptophane
(5-HTP) sera décarboxylé par la décarboxylase d’acides aminés L aromatiques (DCAA),
qui ne sert pas exclusivement à la synthèse de 5-HT. Cette enzyme peut aussi être
utilisée pour la synthèse de la dopamine, par exemple, et n’est donc pas un marqueur
spécifique de la synthèse de la 5-HT.
3.2.1.] Les tryptophane hydroxylase] et 2
La TPH catalyse la première et lirnitante étape de la synthèse de 5-HT et fait partie,
avec la phénylalanine hydroxylase et la tyrosine hydroxylase, de la famille des
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hydroxylases aromatiques dépendantes de la tétrahydroptérine. Ces enzymes sont toutes
des homotétramères et comportent trois régions distinctes (Fitzpatrick, 2003). Le
domaine N-terminal possède des propriétés de régulation et se termine à la proline 106
de la séquence humaine (Mockus and Vrana, 1992) correspondant à la proline 109 de la
TPHY murine. Le domaine catalytique est composé de 296 acides aminés et suivi d’une
extrémité C-terminale composée de 43 résidus permettant la tétramérisation. Le
mécanisme de réaction de la TPH est relativement bien élucidé et nécessite un ion
ferreux, la tétrahydroptérine et une molécule d’oxygène par sous-unité catalytique
(Fitzpatrick, 2003).
Puisque la TPH est l’enzyme limitante de la synthèse de la 5-HT, une modulation de
son expression ou de son activité a un impact direct sur le niveau de 5-HT et cette
modulation peut avoir lieu à plusieurs niveaux. Ainsi, la transcription du gène de la
TPH1 transfecté dans des pinéalocytes en culture est augmenté par 1’AMPc (Boularand
et al., 1995). Aussi, l’activité de la TPH est régulable puisqu’elle peut être phosphorylée
et activée par la PKA et la CAM kinase II (Hamon et al., 197$; Kuhn et al., 1997; Jiang
et al., 2000). Une fois phosphorylée, la TPH peut, en plus, être liée et activée par un des
membres de la famille protéique 14-3-3 qui permet la formation d’échafaudages
moléculaires complexes (Isobe et al., 1991; Mackintosh, 2004).
Jusqu’à tout récemment, il était généralement admis que la TPH était codé par un seul
et même gène et ce, dans les quatre structures principales où elle était exprimée soit la
glande pinéale, les neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé, les cellules
entérochromaffines et les neurones myentériques de l’intestin (Lovenberg et aÏ., 1967;
Legay et aÏ., 1983). Toutefois, l’étude du “knockout” de la TPH a permis de démontrer
un niveau normal de 5-HT dans le cerveau des souris mutantes, mais un niveau de 5-HT
presque marginal en périphérie (Walther et aL, 2003a). Ce fait s’explique par la
découverte d’un second gène codant pour la TPH2, qui est exprimée dans le cerveau
mais est absente du duodénum, alors que l’opposé est observé dans le cas de la TPHI
(Walther et aï., 2003a). Cette seconde isoforme, de 48$ acides aminés, est identique à
68% à la première isoforme et à 80% dans la région catalytique.
Récemment, l’étude plus approfondie du “knockout” du gène de la TPH1 et son
remplacement par le gène de la f3-galactosidase a permis de clarifier les sites
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d’expression de chacune des enzymes et de mieux comprendre l’importance de la TPH1
(Côté et al., 2003). Premièrement, le niveau de 5-HT dans différents tissus de la souris
mutante montre qu’il est légèrement plus bas dans le tronc cérébral, mais qu’il est
presque inexistant dans la glande pinéale, l’intestin et le sang (seulement 8% du niveau
de la souris sauvage). Dans l’intestin, la faible quantité de 5-HT détectée semble
provenir des neurones myentériques qui sont concentrés, tout comme la 5-HT restante,
dans le duodénum. De plus, l’étude par hybridation in situ et RT-PCR a permis de
démontrer l’expression de la TPH2 dans le cerveau et le plexus myentérique alors que
l’expression de la TPH1 est restreinte aux cellules entérochromaffines et aux
pinéalocytes (Côté et aÏ., 2003). Cette expression de la TPH2, dans les cellules
neuronales, et l’expression de la TPH1, dans les autres types cellulaires périphériques
ayant la capacité de synthétiser la 5-HT a aussi été confirmée chez l’humain et le rat
(Patel et aÏ., 2004; Zil! et al., 2004). Les conséquences phénotypiques du “knockout” de
la TPH1 et de la baisse de 5-HT périphérique résultante ont aussi été étudiées (Côté et
al., 2003; Walther et al., 2003b). Ainsi, les souris mutantes ont de la difficulté à
respirer, un temps de saignement prolongé et montrent rapidement des signes de fatigue.
De plus, le coeur des souris mutantes était en moyenne 26% plus gros que celui des
souris sauvages, malgré le fait que le ratio coeur-corps n’était pas augmenté et que le
coeur ne montrait pas d’anomalies apparentes (Côté et al., 2003). Les auteurs de ces
études n’ont pas noté d’effet particulier sur la fonction reproductrice, puisque les souris
sont viables et fertiles avec une distribution mendéléenne de leur descendance (Côté et
aÏ., 2003). Finalement, l’étude du “knockout” de la TPH1 a permis d’identifier un
nouveau mécanisme d’action de la 5-HT jusqu’à alors insoupçonné : l’activation,
indépendante du GTP, de GTPases cytosoliques des plaquettes sanguines par la
formation d’un lien covalent entre les GlPases et la 5-HT (Walther et al., 2003b). Cette
fonction de la 5-HT serait dépendante de l’intemalisation de la 5-HT par le transporteur
à 5-HT, de la transamidation de la 5-HT à un résidu glutamine de la GTPase par une
transglutaminase et serait indépendante des récepteurs à 5-HT (Walther et al., 2003b).
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3.2.1.2 La décarboxytase des acides aminés L aromatiques
L’importance de la DCAA a été longtemps négligée puisque cette enzyme était
considérée comme non spécifique, non limitante et non modulable au niveau
transcriptionnel ou post-transcriptionnel. En effet, la DCAA peut décarboxyler une
variété d’acides aminés aromatiques et leurs dérivés comme la L-DOPA, le 5-HTP, la
tyrosine, la phénylalanine et le tryptophane et n’est donc pas associée à la synthèse
d’une seule molécule (Zhu and Juorio, 1995). De plus, son expression a été observée
dans une variété de types cellulaires et tissus, comme les neurones catécholaminergiques
et sérotoninergiques, les cellules gliales, la glande pinéale, la glande surrénale,le
pancréas, le rein et le foie (Christenson et al., 1970; Bouchard and Roberge, 1979;
Lindstrom and Sehiin, 1983; Bowsher and Henry, 1986; Dominici et al., 1987; Li et aï.,
1992; Eaton et al., 1993). On considère généralement que cette étape de synthèse est
non limitante, puisque le Km calculé de la DCAA est largement supérieur à la
concentration endogène de l’acide aminé aromatique correspondant ce qui suggère que
l’enzyme n’est pas saturée in vivo (Bowsher and Henry, 1986). Le cDNA de la DCAA
de plusieurs espèces a été cloné et la DCAA murine comprend 480 acides aminés pour
une masse moléculaire prédite de 53.9 kDa. Ce gène existerait en une seule copie dans
le génome des mammifères, mais il pourrait exister différentes isoformes de DCAA,
dans différents tissus, produites par des promoteurs alternatifs ou par épissage alternatif
(Berry et al., 1996).
3.2.2 Les récepteurs à sérotonine
Chez les mammifères, les récepteurs à 5-HT forment sept familles de récepteurs et six
de ces familles comprennent treize gènes codant pour des RCPG. Les récepteurs à 5-
HT couplés aux protéines G ont le profil habituel de ces récepteurs, avec sept passages
transmembranaires connectés par trois boucles intracellulaires et trois boucles
extracellulaires. La 7lème famille comprend plusieurs gènes codant pour la sous-unité
d’un récepteur-canal à ions. Plusieurs de ces récepteurs subissent des modifications
post-génomiques, comme l’épissage alternatif, qui créent une variété encore plus grande
de récepteurs générant ainsi un minimum de trente récepteurs à 5-HT différents.
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Nous nous attarderons sur une description détaillée des propriétés pharmacologiques,
sites d’expression, similarités de séquence, effets du “knockout” d’un récepteur et des
voies de transduction principales qui caractérisent chacune de ces familles, avec un
intérêt particulier pour les récepteurs 5-HT2A et 5-HT7. Pour ce qui est des fonctions
physiologiques présumées et voies de transduction moins classiques des récepteurs à 5-
HT, d’excellents articles de revue ont été publiés récemment (Barnes and Sharp, 1999;
Raymond et aÏ., 2001). Les principales propriétés de chacun des sous-types de récepteur
sont résumées dans le tableau 3.1 (page 42).
3.2.2.1 Lafamille 5-HT1
La famille 5-HT1 forme la plus grande famille de récepteurs à 5-HT et est composée
des récepteurs 5-HT1A, 5-HT18, 5-HTID, 5htie et 5-HTJF. Ces récepteurs ont tous été
clonés chez la souris, sauf le récepteur 5-ht1 qui ne serait pas présent dans le génome de
cette espèce (Maroteaux et aÏ., 1992; Wilkie et aÏ., 1993; Guptan et aÏ., 1997; Bai et aï.,
2004). Ces récepteurs sont tous des RCPG, sont codés par des gènes sans introns, ont
entre 365 et 422 acides aminés et ont une similarité de séquence entre eux de 40 à 60%.
Ils sont tous couplés préférentiellement à une inhibition de l’adénylate cyclase via les
protéines GŒj ou Gao, mais l’activation d’autres voies a été rapportée, surtout en ce qui
concerne le récepteur 5-HTIA, l’un des mieux étudiés (Lanfumey and Hamon, 2004).
Les membres de cette famille de récepteurs ne possèdent pas un profil pharmacologique
commun, exception faite de la forte affinité de l’agoniste 5-CT dans le cas des récepteurs
5-HT lA, 5-HTIB et 5-HT ID.
Le récepteur 5-HTIA est exprimé principalement dans le système nerveux central
(SNC), mais son expression a aussi été rapportée dans les neurones de l’intestin et du
pancréas (Kirchgessner et aÏ., 1996). Dans le SNC, le récepteur 5-HTIA agit à la fois en
pré-et post-synaptique par rapport aux neurones 5-HT. Il peut être distingué des autres
récepteurs à 5-HT de par sa forte affinité pour l’agoniste 8-OH DPAT et pour
l’antagoniste WAY100635 (Lanfumey and Hamon, 2004). L’étude de la souris
“knockout” pour le récepteur 5-HT lA suggère que ce récepteur pourrait jouer un rôle
dans la régulation de l’état émotionnel lié à l’anxiété et à la dépression, mais les souris
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Voie deSous-types et . Disponibilite du Expression enfamille transduction ,,isoformes knockout peripherieprincipale
.
lA : intestin, pancréasA,B,C,D Gi/o lA5-HT1
e, F AMPc lB lB lymphocytes,
systeme_vasculaire
2A $ OS, système
vasculaire, poumon,
tractus gastro-intestinal,
rein, plaquettes, rétine,
G PLC 2B poumon, lymphocytes,5-HT2 A, B, C 2+ 2C utérus, ovaire
I 23 lymphocytes,
système vasculaire,
estomac, os, intestin,
poumon
2C_:_poumon
5-HT3 A, B, C, D, E Récepteur canal a 3A 3A : intestin
cations
isoformes G tractus gastro-intestinal,5-HT4 a, b, c, d, e, f
tAMPc
Oui coeur, glande surrénale,
g, n, hb vessie
Gi/o a: ganglions, corps5-ht5 a,b -AMPc carotide
Gs5-HT6
-
tAMPc - -
système vasculaire, rein,
.
tractus gastro-intestinal,isoformes Gs5-HT7
a, b, c, d tAMPc
Oui glande sunenale,
lymphocytes, ovaire,
oviducte
Tableau 3.1: Principales caractéristiques des familles de récepteurs à 5-HT.
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sont fertiles et le croisement de souris hétérozygotes montre un ratio mendéléen normal
(Heisler et aÏ., 1998; Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998; Murphy et al., 1999).
Le récepteur 5-HT18 est aussi retrouvé en pré- et post-synaptique par rapport aux
neurones 5-HT dans le SNC, mais aussi dans les artères cérébrales, les tissus vasculaires
périphériques et les lymphocytes ($tefulj et al., 2000; Lanfumey and Hamon, 2004). La
souris “knockout” pour le récepteur 5-HTIB montre une distribution mendéléenne de sa
descendance et est plus réactive et aggressive que la souris sauvage, suggérant une
régulation de l’état émotionnel (Saudou et al., 1994; Zhuang et al., 1999). La
pharmacologie de ce récepteur est très semblable à celle du récepteur 5-HTID, avec des
agonistes comme le sumatriptan, le L-694247, le RU 24969 et des antagonistes comme
la méthiothépine, le GR 127935 et le GR 125743, qui ont une forte affinité pour les deux
sous-types (Skingle et al., 1995; Pauwels et aL, 1996; Lanfumey and Hamon, 2004).
Cependant, ces deux sous-types peuvent être différenciés entre eux par l’utilisation
d’antagonistes comme le SB-224289 et le SB-2 16641, qui sont sélectifs pour le 5-HT18,
ou le BRL-15572, la kétansérine et la ritansérine qui ont une affinité plus forte pour le 5-
HT1D (Pauwels et al., 1996; Price et al., 1997; Roberts et al., 1997). Dans le SNC, une
étude de l’ARNm du récepteur 5-HT1D montre une faible expression dans les neurones
contenant la 5-HT ou d’autres neurotransmetteurs (Bruinvels et al., 1994).
Il existe très peu de données concernant le profil pharmacologique, l’expression et la
fonction des récepteurs 5htie et 5-HT1F, exception faite de deux agonistes qui montrent
une certaine sélectivité pour le récepteur 5-HTIF : le LY344864 et le Y334370 (Barnes
and Sharp, 1999). L’ARNm du récepteur 5-HTtF a été détecté dans le cerveau et les
lymphocytes, mais ne serait pas détectable dans le rein, le foie, la rate, le coeur, le
pancréas et le testicule chez l’humain (Stefulj et al., 2000; Lanfumey and Hamon, 2004).
3.2.2.2 La famille 5-HT2
La famille de récepteurs 5-HT2 est composée de récepteurs codés par trois gènes. Les
récepteurs 5-HT2A, 5-HT2B et 5-HT2c ont été clonés chez différentes espèces, soit le
hamster chinois, l’humain, le singe, la souris, le porc et le rat pour le récepteur 5-HT2A et
chez la souris, le rat et l’humain pour les récepteurs 5-HT28 et 5-HT2c (Julius et al.,
1988; Prjtchett et aÏ., 1988; Chambard et aÏ., 1990; Julius et al., 1990; Saltzman et al.,
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1991; Yu et al., 1991; Foguet et aï., 1992a; bric et al., 1992; Yang et aï., 1992;
Schmuck et al., 1994; Roth et al., 199$). Les trois récepteurs 5-HT2 montrent une forte
similarité de séquence entre eux qui atteint plus de 70% dans les passages
transmembranaires (Leysen, 2004). Diverses études ont démontré que les récepteurs 5-
HT2 sont tous les trois couplés à une protéine Gaq et activent la phospholipase C, pour
hydrolyser le PiP2 en générant le second mesager 1P3, menant à une augmentation du
Ca2 intracellulaire (Conn and Sanders-Bush, 1984; Conn and Sanders-Bush, 1985; de
Chaffoy et al., 1985; Conn et al., 1986; Watson et al., 1995; Cox and Cohen, 1996). Les
trois sous-types de récepteurs peuvent aussi activer la phospholipase A2 menant à la
relâche d’acide arachidonique et certains agonistes favoriseraient l’une ou l’autre des
voies (Felder et al., 1990; Berg et al., 1998). Les récepteurs de la famille 5-HT2 se
différencient pharmacologiquement des autres récepteurs à 5-HT de par leur forte
affinité pour des agonistes comme l’a-méthyl-S-HT, le DOT, le DOB, le DOM et le
mCPP et pour des antagonistes comme la kétansérine, la ritansérine et la miansérine
(Tableau 3.2, page 45). Cependant, ils sont relativement difficiles à différencier entre
eux et des ligands plus sélectifs doivent alors être utilisés. Par exemple, les antagonistes
spiperone, kétansérine et MDL 100 907 ont une affinité 100 fois plus forte pour le
récepteur 5-HT2A que pour les récepteurs 5-HT2B et 5-HT2c. L’agoniste BW 723C86 et
l’antagoniste SE 2044741 sont relativement sélectifs pour le récepteur 5-HT2 alors que
l’agoniste RO 60-0175 et les antagonistes SB 242084 et RS-102221 le sont pour le
récepteur 5-HT2c (Tableau 3.2, page 45). Chez la souris, le gène du récepteur 5-HT2A
contient trois exons et code pour un polypeptide de 471 acides aminés (Yang et aL,
1992). Les études d’expression du récepteur 5-HT2A par hybridation in situ et RT-PCR
montrent qu’il est exprimé abondamment dans plusieurs zones du cerveau de
mammifères incluant le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale, le métencéphale
et le myélencéphale (Pompeiano et al., 1994; Bumet et al., 1995; Dwivedi and Pandey,
199$). La comparaison des sites d’expression de l’ARNm et de la protéine suggère une
localisation principalement post-synaptique par rapport aux neurones 5-HT (Leysen,
2004). En périphérie, le récepteur 5-HT2A est largement distribué et peut être détecté
dans le système vasculaire, le système gastro-intestinal, les plaquettes, la rétine, le
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5-HT2A 5-HT2B 5-HT2c
Agonistes
5-MeOT 7.4 8.8 6.2
Œ-méthyl-5-HT 6.1 8.4 7.3
3W 723C86 <5.4 7.9 <6.9
RO 60-0175 6.0 5.8 8.8
mCPP 6.7 7.4 7.8
DOT 7.3 7.4 7.8
DOM 7.0 n.d. 6.7
DOB 7.4 n.d. 7.2
Antagonistes
Spiperone 8.8 5.5 5.9
MDL 100 907 9.4 n.d. 6.9
Kétansérine 8.9 5.4 7.0
SB2044741 <5.3 7.8 <6.0
$B 242084 6.8 7.0 9.0
RS-102221 6.0 6.1 8.4
$3 200646A 5.2 7.5 6.9
SB 206553 5.8 8.9 7.9
ICI 170809 9.1 n.d. 8.3
Ritansérine 8.8 8.3 8.9
Miansérine 8.1 7.3 8.0
Tableau 3.2 : Affinité (pEC50 et pK) de divers ligands pour les récepteurs 5-HT2.
Modifié de Bames and $harp (1999), avec ajouts de Glennon et al. (1992).
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poumon, les lymphocytes, l’os, le poumon et le rein (Chaffoy et al., 1985; Martin et aï.,
1994; Ulimer et al., 1995; Grafand Sarna, 1996; Imada-Shirakata et al., 1997; Goppeil
Struebe and Stroebel, 199$; de Pootanakit et al., 1999; Stefulj et aÏ., 2000; Bliziotes et
al., 2001; Marcos et al., 2004). Dans le système reproducteur, il pourrait réguler la
contraction du muscle lisse de l’utérus, augmenter la stéroïdogénèse du follicule ovarien
et réguler le niveau de Ca2 intracellulaire de l’ovocyte lui-même (Miyazaki et al., 1990;
Tanaka et al., 1993; Karlsson et aï., 1997; Neilson et al., 2000). En plus de son
importance pour la régulation d’effets physiologiques sur la fonction reproductrice,
l’expression du récepteur 5-HT2A est à son tour modulée par des stéroïdes sexuels tels
que les estrogènes et les androgènes (f ink et al., 1996; fink et al., 1998). Par exemple,
chez la rate, l’estradiol, dans son rétro-contrôle positif de relâche de la GnRJ-I/LH, triple
le niveau d’expression de l’ARNm du récepteur 5-HT2A dans le noyau raphé dorsal,
alors que l’ovariectomie réduit la densité de récepteur 5-HT2A dans le cortex cérébral et
le noyau accumbens (Sumner and fink, 1993; Sumner and fink, 1995). Le niveau
d’expression du récepteur 5-HT2A fluctuerait donc en phase avec le niveau d’oestradiol
sanguin et le stade du cycle ovulatoire.
En plus des voies de transduction classiques menant à l’activation des phospholipases
C et A2, le récepteur 5-HT2A peut activer plusieurs autres voies en fonction du type
cellulaire où il est exprimé. Par exemple, il a été démontré que le récepteur 5-HT2A est
couplé positivement à la phospholipase D dans les cellules mésangiales du rein et couplé
à l’adénylate cyclase dans les cellules neuronales A1A1, co-précipite avec les protéines
Jak2 et STAT3 et régule la phosphorylation de ces facteurs dans les myobtastes, active
les MAP kinases ERK1 et ERK2 dans les cellules musculaires vasculaires et régule
l’ouverture de canaux calciques membranaires de l’aorte et l’activation d’un co
transporteur NajK/2CF dans des fibroblastes (Nakaki et al., 1985; Berg et al., 1994;
Mayer and Sanders-Bush, 1994; Kurscheid-Reich et aÏ., 1995; Guillet-Deniau et al.,
1997; florian and Watts, 199$).
Chez la souris, le gène du récepteur 5-HT2 contient trois exons et code pour un
polypeptide de 504 acides aminés (foguet et aï., 1992b). L’ARNm du récepteur 5-HT2B
est détecté dans le cerveau humain, mais pas dans celui du rat (Kursar et al., 1994;
Bonhaus et al., 1995). Par contre, sa distribution périphérique a été démontrée dans le
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système vasculaire, les lymphocytes, l’estomac, l’os, l’intestin et le poumon (UlImer et
al., 1995; Cox and Cohen, 1996; $tefulj et al., 2000; Bliziotes et al., 2001; Borman et
al., 2002; Marcos et al., 2004).
Le “knockout” du récepteur 5-HT2B a été effectué (Nebigil et al., 2000). Le
croisement de souris hétérozygotes ne donne pas un ratio mendéléen normal puisque
seulement 16.7% de souris homozygotes sont obtenues suggérant une léthalité
embryonnaire. Une baisse de la fertilité est aussi observée chez les souris homozygotes.
La léthalité embryonnaire serait due à un amincissement du myocarde induisant la
rupture de celui-ci, la perte de sang dans le péricarde et la mort. Les auteurs ont aussi
observé une chute de la prolifération des cellules dans le coeur des souris “knockout”
naissantes et adultes. L’ensemble de ces données suggère un rôle important du récepteur
5-HT2B dans la prolifération et la différenciation des cellules cardiaques (Nebigil et aï.,
2000).
Chez la souris, le gène du récepteur 5-HT2c contient quatre exons et code pour un
polypeptide de 459 acides aminés (Yu et al., 1991). L’ARNm du récepteur 5-HT2 est
largement distribué dans le SNC du rat, du singe et de l’humain (Molineaux et al., 1989;
Mengod et aï., 1990; Pasqualetti et al., 1999; Lopez-Gimenez etaL, 2001). En
périphérie, il serait peu exprimé et a été détecté uniquement dans le poumon (Wang et
al., 1999).
Le “knockout” du récepteur 5-HT2c a été effectué (Tecott et al., 1998). L’étude de la
souris “knockout” suggère un rôle pour ce récepteur dans les processus d’apprentissage
et le cycle éveil-sommeil. Les souris “knockout” pour ce gène sont fertiles et montrent
une distribution mendéléenne de leur descendance, excluant un rôle majeur de ce
récepteur dans les processus liés à la reproduction ou au développement embryonnaire
(Tecott et al., 1998; frank et al., 2002).
3.2.2.3 Lafamille 5-HT3
La famille des récepteurs 5-HT3 est la seule qui n’est pas composée de RCPGs. Le
récepteur 5-HT3 est un récepteur-canal ionique, membre de la superfamille des
récepteurs-canaux “Cys-loop”, qui comprend le récepteurs nicotiniques de
l’acétylcholine, le récepteur GABAA et le récepteur de la glycine, et régule la
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transmission chimique rapide de l’influx nerveux aux synapses du SNC, mais aussi la
contraction intestinale (Eglen et al., 1990; Reeves and Lummis, 2002). Cette fusion
entre le site de liaison du ligand et le canal ionique permet la rapidité de transduction
(Reeves and Lummis, 2002). Le site de liaison de la 5-HT se trouve dans la région
extracellulaire du récepteur et la liaison de la 5-HT à ce domaine permet l’ouverture
rapide d’un pore sélectif pour les cations mono- et divalents (Reeves and Lummis,
2002). Habituellement, il est relativement facile de différencier ce récepteur des autres
sous-types étant donné sa voie de transduction unique et la disponibilité de molécules
relativement spécifiques comme les agonistes m-chlorophénylbiguanide, le 2-méthyl-5-
hydroxytryptamine, la quipazine ou les antagonistes MDL 72222 et zacopride (Costail
and Naylor, 2004). À ce jour, cinq gènes ont été identifiés chez l’humain, les récepteurs
5-HT3A, 5-HT3B, 5-HT3, 5-HT3D et 5-HT3E, qui codent pour cinq sous-unités de ce
récepteur, lesquelles fonctionneraient sous forme d’hétéropentamères dans la membrane
(Miyake et al., 1995; Davies et al., 1999; Niesler et aÏ., 2003; Peters et al., 2004).
Le “knockout” du récepteur 5-HT3A a été effectué récemment et a permis de démontrer
son implication dans le processus de perception de la douleur (Zeitz et al., 2002). Le
croisement de souris hétérozygotes montre un ratio mendéléen de la descendance et pas
d’effet majeur sur la fertilité (Zeitz et al., 2002). Une autre étude effectuée sur ces
mêmes souris “knockout” a aussi permis de démontrer l’implication potentielle du
récepteur 5-HT3 dans les attitutes liées à l’anxiété et la dépression, particulièrement chez
les souris femelles (Bhatnagar et al., 2004).
3.2.2.4 Lafamille 5-HT4
La famille 5-HT4 est codée par un gène unique, mais extrêmement complexe et qui
génère de multiples variants d’épissage (Bockaert et al., 2004). Par exemple, quatre
cDNAs différents ont été clonés chez la souris (a, b, e et f), trois chez le rat (a, b et e) et
neuf chez l’humain ta, b, c, d, e, f, g, n et hb), qui codent pour des protéines de 359-44 1
aa (Gerald et al., 1995; Claeysen et al., 1996; Blondel et al., 1997, Claeysen et al., 1997;
Blondel et al., 199$; Claeysen et al., 1999; Mialet et al., 2000a, b; Bach et al., 2001;
Vilaro et al., 2002). Toutes ces isoformes du récepteur 5-HT4 sont générées à partir
d’un site d’épissage alternatif situé à la position L358, qui génère des récepteurs avec des
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extrémités C-terminales différentes, exception faite du récepteur 5-HT4hb qui résulte de
l’insertion de 14 aa dans la seconde boucle extracellulaire du récepteur et que l’on
retrouve uniquement avec l’extrémité C-terminale de I’isoforme b.
La distribution du récepteur 5-HT4 dans le cerveau a été étudiée chez plusieurs
espèces. Son expression neuronale est vraisemblablement pré- et post-synaptique par
rapport aux neurones à 5-HT (Bockaert et aï., 2004). Le récepteur 5-HT4 est aussi
retrouvé dans le tractus gastrointestinal, le coeur, la glande surrénale et la vessie (Hegde
and Eglen, 1996).
Le récepteur 5-HT4 (toutes les isoformes jusqu’à présent) est couplé positivement à
l’adénylate cyclase via (CÏaeysen et aï., 1997). Ce récepteur est caractérisé
pharmacologiquement par une forte affinité pour des agonistes comme le 5-MeOT, l’a
méthyl-5-HT et le 5-CT, mais aussi pour des ligands spécifiques développés récemment,
comme les agonistes PPB et BIMU8, et les antagonistes GRY13 $0$, SB204070 et
RS100235 (Langlois and Fiscbmeister, 2003).
La souris “knockout” pour le 5-HT4 commence a être étudiée et n’indique pas d’effet
sur l’appétit et l’activité locomotrice normale, mais un effet en situation de stress, qui
diminue l’effet anorexique et atténue la réponse motrice dans un nouvel environnment
(Compan et al., 2004a, b). Autre fait intéressant, seulement 1 $% des croisements avec
des hétérozygotes donnent des souris homozygotes. Cependant, ces souris se
développent normalement et ne montrent pas de différences sur des facteurs de poids,
soif, métabolisme, attitude sociale ou sommeil.
3.2.2.5 Lafamille 5-ht5
La famille 5-ht5 est composée des récepteurs 5ht5a et 5-htsb et c’est la moins bien
étudiée des familles de récepteurs à 5-HT. Le récepteur 5-ht5a a été cloné chez la souris,
le rat et l’humain, alors que le 5-ht5b ne serait pas exprimé chez l’humain où le gène est
interrompu par de multiples codons stop qui résultent en une protéine non fonctionnelle
(Plassat et al., 1992; Erlander et al., 1993; Matthes et aï., 1993; Wisden et al., 1993;
Rees et aï., 1994; Grailhe et aï., 2001). Chez la souris, la comparaison des séquences
montre une identité de 77% entre les récepteurs 5ht5a (357 aa) et 5-ht5b (370 aa)
(Nelson, 2004). Quelques études de l’expression des récepteurs 5-ht5a et 5-ht5b, permet
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de les situer principalement sur des neurones du SNC, particulièrement dans le cas du 5-
ht5b que l’on retrouve uniquement dans quelques régions précises du cerveau de
rongeurs. Le récepteur Shta est toutefois largement distribué dans le SNC et en
périphérie, dans des cellules neuronales ou d’origine neuronale comme les ganglions et
le corps carotide (Plassat et al., 1992; Erlander etaÏ., 1993; Matthes et al., 1993; Wisden
et al., 1993; Rees et aÏ., 1994). La voie principale de couplage du récepteur 5ht5a
impliquerait l’activation de protéines G,0 et régulerait donc négativement I ‘adénylate
cyclase (Carson et al., 1996; francken et aÏ., 2000). L’étude pharmacologique de ces
deux récepteurs montre qu’ils ont des propriétés de liaison fort semblables; aucun ligand
spécifique n’est encore disponible pour les différencier nettement des autres sous-types.
Toutefois les agonistes 5-CI et LSD et les antagonistes méthiothépine, ritansérine et
méthysergide auraient une affinité plus forte pour ces récepteurs que la 5-HT elle-même,
permettant d’élaborer un profil partiel (Plassat et al., 1992; Matthes et al., 1993).
3.2.2.6 Lafamille 5-HT6
La famille 5-HT6 contient un récepteur codé par un gène unique dont la séquence du
cDNA a été obtenue jusqu’à maintenant chez le rat (438 aa), l’humain (440 aa) et la
souris (440 aa) (Monsma, Jr. et aÏ., 1993; Kohen et aÏ., 1996; Kohen et al., 2001). La
localisation du récepteur 5-HT6 serait somato-dendritique dans les neurones
sérotoninergiques du cerveau (Woofley et al., 2004). Aucune étude ne rapporte
l’expression de ce récepteur dans les tissus périphériques. Le récepteur 5-HT6 possède
toutes les caractéristiques structurelles d’un RCPG et activerait préférentiellement, via
une protéine 1’ adénylate cyclase (Monsma, Jr. et al., 1993; Sebben et al., 1994). Le
profil pharmacologique du récepteur 5-HT6 avec des ligands classiques ne permet pas de
le différencier facilement des autres sous-types. Par exemple, l’ordre d’efficacité des
ligands dans des essais in vitro menés sur des cellules transfectées avec les récepteurs 5-
HT6 de rat ou souris est LSD> 5-méthoxytryptamine> 5-HT> 2-méthyl-5-HT> 5-CI,
pour les agonistes, et méthiothepine> clozapine > miansérine = ritansérine, pour les
antagonistes (Boess et al., 1997). Cependant, de nouveaux ligands spécifiques sont
devenus disponibles récemment et permettraient une identification plus précise de ce
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récepteur, notamment les antagonistes Ro-04-6790 et Ro-63-0563 et l’agoniste EDMT
(Sleight et aï., 1998; Glennon et al., 2000).
3.2.2.7 Lafamille 5-HT7
La famille des récepteurs 5-HT7 est codée par un gène unique, mais est composée de
plusieurs récepteurs par suite de l’épissage alternatif du gène. Le cDNA du récepteur 5-
HT7 a été cloné chez la souris, le rat, le cochon d’inde, le porc, l’humain etXenopus
laevis et la structure du gène, contenant deux introns, élucidée chez le rat et l’humain
(Bard et al., 1993; Lovenberg et al., 1993; Plassat et al., 1993; Tsou et al., 1994; Nelson
et al., 1995; Heidmaim et al., 1997; Bhalla et al., 2002). Chez la souris, le récepteur
complet est codé par une protéine de 44$ acides aminés montrant une identité de
séquence relativement faible (<40%) avec les autres RCPG à 5-HT. L’épissage
alternatif du gène permet l’expression d’isoformes du récepteur, qui ont été identifiées
chez le rat (isoformes a, b et c) et l’humain (isoformes a, b et d) mais non, jusqu’à ce
jour, chez les autres espèces où seule l’homologue de l’isoforme a a été cloné
(Heidmann et al., 1997; Jasper et al., 1997; Stam et al., 1997; Heidmann et al., 199$).
Ces isoformes possèdent des extrémités C-terminales différentes qui n’influenceraient
pas les propriétés de liaison ou de couplage des récepteurs, mais plutôt leurs propriétés
de désensibilisation et de trafic via différents sites de phosphorylation situés dans leur
extrémité C-terminale (Heidmann et al., 1997; Krobert et al., 2001; Krobert and Levy,
2002). De plus, les isoformes b et c posséderaient une séquence consensus pour un
domaine PDZ, lequel joue un rôle important dans la localisation et la formation de
complexes macromoléculaires (Hamblin et al., 199$; Harris and Lim, 2001). Les
isoformes ne possèdent pas un patron d’expression qui leur soit propre et on les retrouve
dans des proportions variables mais semblables dans les différentes régions du cerveau
et tissus de rat (isoforme a: environ 80%; isoforme b 10-20%; isoforme c moins de
5%) ou d’humain (isoforme a et b en quantité équivalente et c presque marginale) où le
gène est exprimé (Stam et al., 1997; Heidmann et al., 1998).
L’étude des récepteurs 5-HT7, dans des systèmes d’expression in vitro montre qu’ils
sont couplés préférentiellement à une augmentation d’AMPc via Gas et l’adénylate
cyclase (Bard et al., 1993; Plassat et al., 1993; Ruat et al., 1993; Shen et al., 1993;
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Thornas et aÏ., 199$; Krobert and Levy, 2002; Sheng et aï., 2005). Cependant,
l’activation du récepteur 5-HT7 pourrait aussi induire une augmentation du Ca2
intracellulaire tel qu’observé dans des cellules HEK293 transfectées avec le récepteur 5-
HT-, et les adénylates cyclases stimulées par la calmoduline AC 1 ou AC$ (Baker et al.,
199$). La voie de transduction complète menant à cette augmentation de Ca2 reste
toutefois à déterminer; elle n’impliquerait pas la PKC, la voie de l’1P3 ou des protéines
G (Baker et al., 1998). Un effet stimulateur de l’activation du récepteur 5-HT7 sur les
MAP kinase ERK1 et ERK2 a aussi été rapporté dans des neurones d’hippocampe de rat
mis en culture (Errico et al., 2001).
Des études d’hybridation in situ ont permis, chez le rat et le cochon d’Inde, de vérifier
l’expression de l’ARNm du récepteur 5-HT7 dans le cerveau et de localiser celui-ci dans
le thalamus, l’hypothalamus, le cortex cérébral, l’hippocampe et l’amygdale (Ruat et al.,
1993; Tsou et al., 1994; To et al., 1995; Neumaier et al., 2001). Son expression est
principalement neuronale, mais on le retrouve aussi dans les astrocytes (Shimizu et al.,
1996; Hirst et al., 1997). En périphérie, le récepteur 5-HT7 est exprimé dans une variété
de tissus, puisqu’on le retrouve dans le système vasculaire mais serait aussi présent dans
le tubule proximal du rein, les cellules musculaires du tube digestif et la glande surrénale
chez le rat, ainsi que les lymphocytes (Bard et al., 1993; Shen et al., 1993; Ullmer et al.,
1995; Contesse et al., 1999; Steflilj et al., 2000; Liu et al., 2001). Dans le système
reproducteur, le récepteur 5-HT7 stimule la production de progestérone par les cellules
de granulosa-lutéine humaines en culture et régule la relaxation de l’oviducte chez le
porc (Graveleau et al., 2000; moue et al., 2003).
Des études de radioliaison menées sur les récepteurs 5-HT7 de rat, de souris et
d’humain ont montré un profil pharmacologique spécifique par rapport aux autres sous-
types de récepteurs à 5-HT. L’ordre d’affinité des agonistes est le suivant: 5-CT> 5-
MeOT> 5-HT> 8-OH DPAT> sumatriptan, alors que les antagonistes méthysergide,
méthiothepine, mesulergine, métergoline, ritansérine, spiperone, clozapine et SB25$719
sont les plus efficaces (Bard et al., 1993; Plassat et aÏ., 1993; Shen et al., 1993; Thornas
etaL, 199$).
Un “knockout” du récepteur 5-HT7 a été réalisé chez la souris. Les auteurs de l’étude
donnent très peu de détails sur la fonction reproductrice, mais mentionnent l’obtention
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d’un ratio mendéléen et la viabilité et fertilité des souris homozygotes (Hedlund et al.,
2003). Jusqu’à maintenant, la recherche sur le “knockout” du récepteur 5-HT7 a été
orientée essentiellement sur son effet hypothermique et la 5-HT, le 5-CT ou le 8-OH
DPAT n’induisent plus d’effet hypothermique chez les souris “knockout” (Guscott et aï.,
2003; Hedlund et al., 2003; Hedlund et aÏ., 2004). Un déficit d’apprentissage a aussi été
rapporté chez ces souris “knockout” (Roberts et al., 2004).
3.2.3 Le transporteur membranaire à sérotonine
Le transporteur membranaire à 5-HT (SERT) permet la recapture spécifique de la 5-
HT et ainsi d’interrompre l’interaction de cette dernière avec les récepteurs à 5-HT
situés à la surface des cellules. L’internalisation de la 5-HT par le SERT permet donc de
moduler la concentration extracellulaire de la 5-HT en plus de permettre son recyclage
vers la voie de sécrétion ou sa dégradation par la MAO intracellulaire. Le SERT est
exprimé dans de multiples cellules nerveuses et périphériques, incluant les neurones 5-
HT du cerveau (Blakely et al., 1 998b), les neurones et cellules chromaffines de l’intestin
(Gershon, 2003), les cellules chromaffines de la surrénale (Scbroeter et al., 1997), les
plaquettes sanguines (Hranilovic et al., 1996), les lymphocytes (faraj et al., 1994) et les
cellules géantes du placenta (Yavarone et al., 1993a). Son activité est sensible à la
température, nécessite du Na et du CF extracellulaire et est inhibée par des inhibiteurs
métaboliques et de la Na7K ATPase (Frazer and Hensler, 1999). L’énergie nécessaire
au transport de la 5-HT ne serait pas utilisée directement par le SERT, mais nécessaire
pour maintenir le gradient de Na dont le transport de 5-HT est dépendant. Ainsi, le
SERT lie une molécule de 5-HT protonée, un ion Na et un ion C1, et le changement
conformationnel qui s’en suit provoque l’ouverture d’un pore formé par une partie des
passages transmembranaires du transporteur d’où l’entrée de la 5-HT et des ions à
l’intérieur de la cellule (frazer and Hensler, 1999).
Chez les mammifères, cette capacité de transport de la 5-HT est conférée par un seul
transporteur qui est codé par un gène unique. Le cDNA du SERT a été initialement
cloné chez le rat (Blakely et al., 1991; Hoffman et aï., 199 1), mais aussi chez la souris
(Chang et al., 1996) et code pour une protéine de 630 acides aminés, comportant 12
passages transmembranaires présumés, des extrémités N- et C-terminales du côté
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cytoplasmique, des sites potentiels de N-glycosylation situés dans une grande 2lme
boucle extracellulaire et des sites potentiels de phosphorylation. Le SERT est un
membre de la famille des transporteurs de neurotransmetteurs Na7CF-dépendant qui
comprend les transporteurs spécifiques de la dopamine, de la norépinéphrine, de la
glycine et du GABA (Zalmiser and Doolen, 2001).
Des informations importantes sur la fonction du SERT ont été obtenues grâce à
l’obtention d’une souris “knockout” pour ce gène (Bengel et aï., 1992). D’abord, les
souris “knockout” sont fertiles, ont des portées de taille normale et montrent un poids et
une léthalité normale lorsque comparées à des souris non mutées. Ces souris
homozygotes ne possèdent plus, dans le cerveau, de capacité de transport de la 5-HT ni
de SERT détectable. Toutefois, la souris hétérozygote montre un Vmax et un Km de
transport semblable à la souris sauvage et ce, malgré une réduction d’environ 50% de la
densité du SERT, suggérant la présence de mécanismes de régulation post
transcriptionnels permettant une adaptation de la capacité de transport. De plus, le
niveau de 5-HT chez la souris hétérozygote est à peu près le même que chez la souris
sauvage, alors que l’homozygote montre une baisse de 60-80% du niveau de 5-HT dans
différentes régions du cerveau et une baisse plus faible de son métabolite 5-HIAA. La
souris “knockout” semble donc être capable d’adapter ses processus de synthèse et de
métabolisme de la 5-HT (Bengel et al., 1998).
Plusieurs voies seraient impliqués dans la régulation de l’activité du transporteur, mais
de récentes données ont permis de démontrer l’importance d’un mécanisme de
régulation du nombre des transporteurs à la surface des cellules. Ainsi, le PMA cause
une réduction du nombre de SERT à la surface de cellules HEK transfectées avec le
SERT (baisse du Vmax), mais n’affecte pas l’efficacité du transporteur (Km inchangé)
(Qian et al., 1997). Parallèlement, le PMA provoque une augmentation du niveau de
phosphorylation du SERT (Ramamoorthy et al., 1992). Une augmentation du niveau de
phosphorylation du SERT, l’internalisation du transporteur et la diminution du transport
dc la 5-HT sont aussi observées en utilisant un inhibiteur des phosphatases PP1/PP2A,
l’acide okadaique, suggérant que la phosphorylation du SERT régulerait son
intemalisation et donc sa disponibilité pour internaliser la 5-HT (Ramamoorthy et aï.,
1998). Toutefois, la phosphorylation par la PKC ou une kinase en aval de la PKC
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semble nécessaire pour obtenir cet effet puisque, dans le même modèle de cellules HEK
transfectées avec le SERT, des activateurs de PKA et de PKG augmentent le niveau de
phosphorylation du SERT, mais sans diminuer le transport de 5-HT (Ramamoorthy et
al., 199$). Le transport de substrat par le transporteur pourrait s’opposer à cette
internalisation du SERT puisque l’ajout au milieu externe de 5-HT, de D-amphétamine
ou de fenfluramine, des subtrats transportés par le SERT, inhibe la phosphorylation du
SERT induite par le PMA, indiquant que le niveau d’activité du SERT auto-régulerait sa
sensibilité à l’internaÏisation (Ramamoorthy and Blakely, 1999).
Présentement, plusieurs groupes tentent d’identifier les protéines qui interagissent
directement avec le SERT et qui pourraient réguler son intemalisation, mais des études
plus approfondies seront nécessaires pour comprendre leur importance et leur
mécanisme de fonctionnement (Blakely et al., 1 99$a; Haase et al., 2001). Le niveau
d’expression du SERT serait aussi modulé par les hormones stéroïdes, puisque les singes
ovariectomisés et traités avec des estrogènes montrent un niveau d’expression plus
faible, dans les noyaux raphé dorsal et médian, que les singes simplement
ovariectomisés (Pecins-Thompson et al., 199$). Ainsi, la régulation du SERT semble un
phénomène complexe, influencé par plusieurs facteurs et qui peut jouer un rôle
important dans l’homéostasie des sytèmes sérotoninergiques.
3.2.4 Les enzymes de dégradation de la sérotonine
La MAO catalyse la conversion de la 5-HT en 5-hydroxyacétaldéhyde et ce produit est
ensuite oxydé par une aldéhyde déhydrogénase, dépendante du NAD, en acide 5-
hydroxyindole acétique (5-HIAA) ou en 5-hydroxytryptophol par une aldéhyde
réductase dépendante du NADH (Frazer and Hensler, 1999). Il existe deux isoenzymes
de la MAO nommées MAO-A et MAO-B. Ces enzymes sont des flavoprotéines qui se
trouvent ancrées par un passage membranaire dans la membrane mitochondriale externe.
Elles sont exprimées dans les neurones et cellules gliales, mais aussi dans plusieurs
tissus périphériques incluant le foie, l’intestin, la glande surrénale, le testicule et l’ovaire
(Van Der Vusse et al., 1975; WestÏund et aÏ., 1985; Yoshimoto et aÏ., 1986; Thorpe et
al., 1987; Billett, 2004). Les cDNA de la MAO-A (527 acides aminés) et de la MAO-3
(520 acides aminés) ont été initialement clonés chez l’humain et l’analyse de leurs
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séquences montrent une homologie de 70% (Bach et aï., 1988). In vivo, la 5-HT semble
oxydée préférentiellement par la MAO-A, puisque l’injection de clorgyline, un
inhibiteur spécifique de la MAO-A, augmente la concentration de 5-HT dans le cerveau
de rat. L’étude des souris “knockout” pour les gènes de la MAO-A et de la MAO-B a
d’ailleurs confirmé cette préférence. En effet, le cerveau des souris “knockout” pour la
MAO-A montre un niveau surélevé de 5-HT jusqu’à 12 jours après la naissance, qui
diminue par la suite pour atteindre des valeurs normales à 210 jours (Cases et al., 1995).
Ceci n’est pas observé dans le cas des souris “knockout” pour la MAO-B. Dans le
cerveau de ces “knockout”, la concentration de 5-HT est normale et seul le niveau de
phényléthylamine est surélevé (Grimsby et al., 1997). Les souris “knockout” pour la
MAO-A montrent aussi une attitude plus aggressive que les souris normales ou les
souris “knockout” pour la MAO-B (Shih, 2004).
3.3 Systèmes sérotoninergiques, grands axes endocriniens et
stéroïdogénèse
Il existe un lien bidirectionnel intime entre les systèmes sérotoninergiques et les
hormones stéroïdes. En effet, il a été démontré que les estrogènes et progestines peuvent
affecter la synthèse, le contenu, la relâche, la recapture, la dégradation de la 5-HT et de
ces récepteurs au niveau du SNC, influençant des phénomènes comme l’humeur et la
mémoire (Bethea et al., 199$; Fink et al., 199$). Aussi, la 5-HT régule, au niveau
central, la relâche de GnRH et de LH et peut ainsi exercer une influence sur les axes
hypothalamo-hypophyso-ovarien et testiculaire (Vitale and Chiocchio, 1993). La 5-HT
est aussi impliquée dans la régulation de l’axe hypothalamo-hypophyso-sunénalien en
modulant la synthèse et la sécrétion du facteur de relâche de la corticotropine (CRF) et
de l’hormone adénocorticotropique (ACTH) (Contesse et al., 2000). Finalement, la 5-
HT a aussi une influence sur ces trois grands axes endocriniens en tant que facteur
paracrine modulant l’activité des cellules stéroïdogéniques de la glande surrénale, du
testicule et de l’ovaire.
57
3.3.1 Glande surrénale et corticostéroïdes
La présence de la 5-HT et son rôle comme régulateur local de la sécrétion de stéroïdes
par les cellules stéroïdogéniques de la glande surrénale ont été étudiés principalement
chez la grenouille, le rat et l’humain. Des expériences in vitro ont permis de démontrer
que la 5-HT stimule la sécrétion de corticostérone et d’aldostérone à partir de cellules
surrénales de rat mises en culture, de fragments de glandes surrénales humaines ou de
glandes surrénales perfusées de grenouille (Haning et aÏ., 1970; Delarue et al., 1 9$$b;
Hinson et al., 1989; Lefebvre et al., 1992). La source de 5-HT et sa localisation
cellulaire semblent toutefois varier d’une espèce à l’autre. Par exemple, la 5-HT est
présente dans les cellules chromaffines de rat et de grenouille, alors que chez l’humain,
elle serait restreinte aux mastocytes péri-vasculaires (Holzwarth and Brownfield, 1985;
Delarue et al., 1988a; Lefebvre et aÏ., 1992). Chez la grenouille, il a été démontré que
les cellules chromaffines ont la capacité de synthétiser la 5-HT à partir du tryptophane
(Delarue et aÏ., 1992). Toutefois, la présence de 5-HT dans les cellules chromaffines
n’indique pas nécessairement une synthèse de novo puisque, chez le rat, la 5-HT n’est
synthétisée qu’à partir du 5-hydroxytryptophane (Verhofstad and Jonsson, 1983). Ainsi,
le transport de 5-HT pourrait expliquer sa présence dans les cellules chromaffines, tel
que démontré chez la grenouille ou dans les cellules PC-12, cellules cancéreuses
surrénales, chez le rat (Yoffe and Borchardt, 1982; Delarue et aÏ., 1992).
Pour ce qui est des récepteurs permettant la transduction du signal, il semble encore
une fois exister des différences inter-espèces. Chez la grenouille et le rat, le récepteur 5-
HT4 serait impliqué, alors que chez la souris, il s’agirait plutôt du récepteur 5-HT7
(Lefebvre et al., 1992; Contesse et al., 1994; Contesse et al., 1999). Chez ces trois
espèces, l’activation du récepteur mène à une augmentation d’AMPc, suivie d’une
augmentation dans la concentration de Ca2 intracellulaire via l’ouverture d’un canal T
calcique situé dans la membrane plasmique (Contesse et al., 2000; Lenglet et al., 2002).
f inalement, chez l’humain, la MAO-A est détectée dans les cellules chrornaffines
suggérant une capacité de catabolisme (Lefebvre et ai, 2001). Ainsi, la glande surrénale
possède la capacité de produire ou de transporter la 5-HT, un ou des récepteurs
permettant la transduction du signal, et les enzymes permettant sa dégradation, donc un
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système sérotoninergique complet permettant la régulation paracrine de la synthèse et de
la sécrétion des corticostéroïdes.
3.3.2 Testicule et testostérone
Dans le testicule, la cellule interstitielle, ou cellule de Leydig, est le site de production
de la testostérone (Raider, 2004). La synthèse de la testostérone est sous le contrôle
endocrinien de la LH circulante via l’activation d’un récepteur spécifique à la surface
des cellules de Leydig et d’une augmentation du second messager AMPc. Cependant, la
stéroïdogénèse est aussi modulée localement par divers facteurs autocrines et paracrines,
incluant la 5-HT et le CRF (Leung and Steele, 1992).
Dans le testicule de rat et de hamster, la 5-HT est détectable dans la capsule et les
cellules interstitielles et sa concentration dans le liquide interstitiel est supérieure à celle
du plasma sanguin (Campos et aÏ., 1990; frungieri et al., 1999). La source de la 5-HT
testiculaire n’a pas été identifiée avec certitude, mais pounait être multiple. En effet,
une certaine quantité de la 5-HT testiculaire proviendrait du nerf spermatique supérieur,
puisque son excision unilatérale cause une baisse d’environ 34% du niveau de 5-HT
dans le testicule (Campos et aÏ., 1990). Une autre source de 5-HT serait les mastocytes,
qui ont la capacité de synthétiser la 5-HT; ces derniers sont présents uniquement dans la
capsule testiculaire et très rarement dans le tissu interstitiel (Frungieri et al., 1999).
finalement, une certaine quantité de 5-HT résulterait d’une synthèse locale, puisque les
cellules de Leydig expriment la TPH (Frungieri et al., 2002) et ont la capacité de
sécréter la 5-HT en réponse à la gonadotrophine chorionique humaine (hCG) (Tinajero
et al., 1993). Cette sécrétion de 5-HT permettrait une boucle de rétro-contrôle limitant
la synthèse de testostérone en réponse à la stimulation du récepteur à LH. En effet, les
cellules de Leydig de rat en culture sécrètent du CRF, lequel agit comme un inhibiteur
de l’action gonadotrope (Dufau et al., 1993). La sécrétion basale de CRf des cellules
est très faible, mais peut être stimulée par l’hCG et des analogues de l’AMPc. La 5-HT
stimule aussi de la sécrétion de CRF et inhibe la production d’AMPc et de testostérone
induite par l’hCG (Dufau et al., 1993). Cet effet peut être mimé par l’agoniste DOT ou
inhibé par l’antagoniste kétansérine, suggérant l’implication d’un récepteur 5-HT2A
(Tinajero et al., 1992). De plus, la sécrétion de CRF induite par l’hCG est bloquée par la
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kétansérine, alors que l’inhibition de la sécrétion de la testostérone par le CRF ne l’est
pas. Finalement, l’effet de la 5-HT est inhibé par un anticorps dirigé contre le CRF ou
un antagoniste de récepteur à CRF, suggérant que l’action de la 5-HT est transmise par
le CRF (Dufau et al., 1993). Ainsi, l’hCG provoquerait une sécrétion AMPc-dépendante
de 5-HT, qui agirait via un auto-récepteur 5-HT2A pour provoquer la sécrétion de CRF,
inhibant ainsi la production d’AMPc et de testostérone. Des résultats semblables ont été
obtenus chez le hamster (Frungieri et al., 1999; Frungieri et al., 2002) et ces données ont
été confirmées in vivo, puisque l’injection intra-testiculaire de 5-HT cause une baisse du
niveau sanguin de testostérone (Csaba et aï., 199$). La 5-HT permet donc une
régulation locale et autocrine de la sécrétion de testostérone dans le testicule.
3.3.3 Ovaire, estradiol et progestérone
Il existe aussi des données qui suggèrent une implication de la 5-HT dans la
stéroïdogénêse ovarienne. Par exemple, il a été démontré chez le rat que la 5-HT est
présente dans l’ovaire et que son niveau varie en fonction du cycle estral (Clauseli and
Soliman, 197$). La source de la 5-HT ovarienne n’a jamais été identifiée avec certitude
jusqu’à maintenant, mais elle a été localisée dans les fibres nerveuses qui entourent
l’ovaire et les mastocytes qui se trouvent disséminés dans le stroma ovarien chez le rat
(Amenta et al., 1992). Une étude menée sur des follicules pré-ovulatoires de rat cultivés
in vitro a démontré que la 5-HT stimule la sécrétion d’estradiol et de progestérone et que
cette stimulation peut être inhibée par la kétansérine suggérant l’expression d’un
récepteur 5-HT2A (Tanaka et al., 1993). Des résultats similaires ont été obtenus chez le
hamster doré, où la 5-HT et le 8-OH DPAT stimulent la sécrétion d’estradiol et
d’androstènedione par le follicule pré-ovulatoire cultivé in vitro; cette stimulation est
sensible à l’antagoniste miansérine, mais pas à la kétansérine (Terranova et al., 1990).
Cette même étude a aussi permis de démontrer que la présence d’IBMX dans le milieu
de culture était nécessaire à cette stimulation, suggérant l’implication de l’AMPc dans ce
processus. Des effets positifs de la 5-HT sur la sécrétion de progestérone ont aussi été
rapportés lors d’études menées sur des cellules de granulosa de porc ou lutéales de vache
en culture, mais encore une fois sans identifier clairement le récepteur ou la voie de
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transduction impliquée dans le processus (Battista and Condon, 1926; Battista et aï.,
1987; Sirotkin, 1995).
C’est chez l’humain qu’existe le plus grand nombre de données sur l’implication de la
5-HT dans la stéroïdogénèse folliculaire. En effet, une concentration de 0.81 tM de 5-
HT a été détectée dans le liquide folliculaire humain (Bodis et al., 1 992a; Bodis et al.,
1993). De plus, la 5-HT stimule la sécrétion d’estradiol et de progestérone par les
cellules de granulosa humaines en culture (Bodis et aï., I 992b; Graveleau et al., 2000;
Koppan et al., 2004). Lorsque mise en présence de ces cellules, la 5-HT provoque une
augmentation dose-dépendante de l’AMPc et l’étude pharmacologique et moléculaire
indique clairement la présence et la fonctionnalité d’un récepteur 5-HT7 (Graveleau et
aÏ., 2000). La diversité des espèces et modèles cellulaires étudiés complique
l’interprétation des résultats et ne permet pas encore de préciser le rôle que joue in vivo
la 5-HT dans la stéroïdogénèse folliculaire. Cependant, l’influence de la 5-HT observée
chez toutes ces espèces suggère l’universalité du processus chez les mammifères.
3.4 La sérotonine: régulateur local de la fonction reproductrice femelle
Cette section expose les données concernant les fonctions potentielles et établies de la
5-HT dans le système reproducteur femelle de différentes espèces. Les données
obtenues jusqu’à maintenant démontrent bien l’universalité du rôle de régulateur local
de la 5-HT sur cette fonction reproductrice, puisqu’elles proviennent de modèles
animaux très divers, des invertébrés marins jusqu’aux mammifères rongeurs.
3.4.1 Chez les invertébrés marins bivalves
La 5-HT serait impliquée dans le processus de la ponte et de reprise de la méiose chez
une variété de mollusques bivalves. Ainsi, la 5-HT induit la ponte chez les pétoncles
Patinopecten yessoensis, Argopecten irradians, Chlarnys asperrirna, chez les moules
Geukensia demissa et Dreissenapolymorpha et chez les palourdes Mercenaria
mercenaria, Arctica islandica, TiveÏa stultorum, Mactra chinensis, Htpposus
porcellanus, Tridacna gigas, $pisula sachaÏinensis et Spisula solidissima (Matsutani and
Nomura, 1982; Gibbons and Castagna, 1984; Crawford et al., 1986; Alcazar et al., 1987;
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Hirai et al., 198$; Ram et aÏ., 1993; O’Connor and Heasman, 1995; Alvarado-alvarez et
aL, 1996; Fong et aÏ., 1996). Non seulement la 5-HT est-elle présente dans le système
nerveux de ces bivalves, mais elle est aussi présente dans la gonade elle-même. Par
exemple, chez Patinopecten yessoensis, Dreissenapotymorpha et Spisula solidissima,
l’existence de fibres sérotoninergiques autour des acini contenant les gamètes est en
accord avec une implication physiologique de la 5-HT dans le processus de la ponte
(Matsutani and Nomura, 1986; Ram et al., 1992; Masseau et al., 2002). La présence de
la 5-HT dans la gonade et la sensibilité de la ponte à celle-ci chez toutes ces espèces
suggère un rôle de principal inducteur chez les bivalves. Toutefois, dans les études où le
profil pharmacologique du récepteur a été pris en compte, l’identité du (ou des)
récepteur impliqué dans ce phénomène n’a pu être identifié clairement, ne correspond
pas à un sous-type déjà identifié chez les mammifères et pourrait évidemment varier
d’une espèce à une autre (Matsutani and Nomura, 1986; Matsutani and Nomura, 1987;
Fong et al., 1993; Fong et al., 1994a; Fong et al., 1996; Ram et al., 1996; fong et al.,
2003).
Le rôle de la 5-HT comme régulateur local de la fonction reproductrice des bivalves
n’est cependant pas restreint au processus de ponte, mais concernerait aussi la
maturation méiotique des ovocytes. Chez une majorité d’espèces d’invertébrés bivalves,
les ovocytes sont arrêtés en prophase I du cycle cellulaire et devront reprendre leur
maturation, sous l’influence d’un stimulus, jusqu’en métaphase I, où ils seront alors
fécondables par le spermatozoïde. La 5-HT pourrait être ce stimulus puisqu’elle induit
la reprise de la méiose jusqu’en métaphase I chez les bivalves Ruditapes philippinarum,
Hiatellaflaccida, Dreissena potyrnorpha et Crassostrea gigas (Fong et al., 1 994b;
Gobet et al., 1994; Deguchi and Osanai, 1995; Kyozuka et al., 1997). Chez ces espèces,
le récepteur impliqué et la voie de transduction activée n’ont pas été caractérisés avec
précision, mais la mobilisation de Ca2 intracellulaire via des réserves 1P3-sensibles a été
démontrée chez Ruditapes et HiateÏÏa, alors que chez Crassostrea, aucun changement
dans la concentration de Ca2 intracellulaire n’a été détecté lors de la maturation (Gobet
et aÏ., 1994; Deguchi and Osanai, 1995; Kyozuka et aÏ., 1997). Ainsi, la 5-HT pourrait
promouvoir fa maturation ovocytaire de ces espèces via des récepteurs spécifiques, mais
par des voies de transduction différentes selon l’espèce étudiée.
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3.4.2 Chez la palourde Spisuta sotidissinw
C’est chez Spisuta sotidissima que l’effet de la 5-HT sur les ovocytes a été initialement
décrit, en 192$, par un groupe de chercheurs japonais. Ces auteurs ont pu démontrer que
l’ajout de 10-100 jiM 5-HT à des ovocytes de $pisuÏa, in vitro, provoquait une série
d’événements cellulaires associés à l’activation, incluant la rupture de la vésicule
germinale (GVBD), la condensation des chromosomes, l’expulsion des globules polaires
et la formation des pronuclei (lirai et al., 1988).
L’étude de la voie de transduction activée par la 5-HT a permis d’en déterminer
plusieurs effecteurs importants et de constater sa similitude avec celle de l’activation
lors de la fécondation par le spermatozoïde. Premièrement, l’importance du Ca2
comme second messager à la fécondation est reconnu chez S. solidissima, tout comme
dans l’ensemble du règne animal (Dubé, 1996; Stricker, 1999). La stimulation par la 5-
HT provoque une augmentation rapide de la concentration de Ca2 intracellulaire (Colas
and Dubé, 199$) et ce niveau élevé de Ca2 est maintenu pendant au moins 15 minutes
(Juneja et ai, 1994). Le Ca2 proviendrait du milieu externe, puisque la hausse du Ca2’
intracellulaire induite par la 5-HT nécessite la présence de Ca2 dans le milieu externe et
est sensible au verapamil, un bloqueur de canal calcique voltage-dépendant (Juneja et
aÏ., 1994). De plus, la 5-HT provoque une incorporation de 45Ca2 du milieu externe,
alors que l’activation de l’ovocyte (déterminée par l’observation de la GVBD) n’a pas
lieu dans un milieu sans Ca2 (Krantic et al., 1991). L’activation du récepteur à 5-HT et
la fécondation provoqueraient donc l’ouverture de canaux calciques dans la membrane
plasmique de l’ovocyte, mais l’importance d’une libération de Ca2 à partir des réserves
internes reste à déterminer, pour l’un ou l’autre des activateurs. Deuxièmement,
l’activation causée par la 5-HT provoque une augmentation du second messager AMPc
et cette augmentation est aussi observée lors de la fécondation (Yi et al., 2002). La 5-
HT provoque aussi une augmentation du pH intracellulaire des ovocytes de 0.34 unités
de pH, alors que la fécondation provoque une augmentation équivalente (Dubé and
Eckberg, 1997). Finalement, la stimulation des ovocytes de $pisuÏa par la 5-HT, tout
comme la fécondation naturelle (Shibuya et al., 1992), provoque la phosphorylation
rapide et transitoire d’une protéine de 42 kDa reconnue par un anticorps anti-ERXIMAP
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kinase et la déphosphorylation d’une protéine de 34 kDa reconnue par un anticorps anti
cdc2 kinase peu de temps après la GVBD (Abdelmajid et aÏ., 1994); cette kinase est
associée à la cycline B dans le complexe protéique MPf, dont le rôle est central dans la
régulation du cycle cellulaire et la reprise de la méiose (Dorée and Hunt, 2002). L’étude
des seconds messagers, effecteurs et de la séquence temporelle d’activation n’a donc pas
permis jusqu’à maintenant de différencier l’activation par la 5-HT de la fécondation elle-
même.
Les études sur le rôle potentiel de la 5-HT dans l’activation des ovocytes de Spisula ne
se limitent toutefois pas à l’étude de la voie de transduction. En effet, d’autres études se
sont intéressées à la caractérisation du récepteur impliqué. Une étude pharmacologique,
évaluant le pourcentage de GVBD des ovocytes traités, a permis de déterminer que la 5-
HT était le plus efficace des agonistes avec un EC50 de 0.55 jiM, suivi du 8-OH DPAT et
des agonistes 2-méthyl-5-HT et TfMPP (Krantic et al., 1991). Par ailleurs, des essais
d’inhibition de la GVBD induite par la 5-HT ont permis de démontrer un profil
d’antagonistes dont l’ordre d’efficacité était le suivant : ritansérine> 1CS205930>
miansérine, kétansérine, propanolol> métoclopramide = yohimbine> spiperone
(Krantic et al., 1991). Les propriétés de liaison du récepteur exprimé dans les ovocytes
de Spisula ont aussi été étudiées lors d’essais de radioliaison avec divers agonistes et
antagonistes contre la 5-HT tritiée. Cette étude a permis de démontrer que l’agoniste 8-
OH DPAT possédait une affinité supérieure à la 5-HT, alors que le TFMPP possédait
très peu d’affinité pour le récepteur (Krantic et al., 1993). Cette même étude a aussi
évalué divers antagonistes de récepteurs à 5-HT; les plus efficaces ont été la
métoclopramide et le MDL 72222, suivis de la ritansérine et de la miansérine, puis du
propanolol, de l’ICS 205930 et de l’imipramine (Krantic et al., 1993). L’analyse de
l’ensemble de ces données n’a pas permis aux auteurs de déterminer le type de récepteur
impliqué, puisque son profil pharmacologique ne correspondait à aucun sous-type déjà
identifié chez les mammifères, ni d’en déduire la ou les voie(s) de transduction. Les
résultats montrent toutefois qu’un seul récepteur, spécifique à la 5-HT, serait présent à la
surface des ovocytes. Une identification de sa séquence primaire sera nécessaire afin
d’en savoir plus.
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L’implication physiologique réelle de la 5-HT dans l’activation ovocytaire chez
SpisuÏa solidissiina reste donc encore a démontrer, même s’il a été observé qu’une dose
nanomolaire de 5-HT augmente la fécondabilité des ovocytes (Juneja et al., 1993).
Ainsi, au moment de la ponte provoquée par la 5-HT, une certaine quantité de 5-HT
gonadique pourrait atteindre les ovocytes et faciliter leur fécondation subséquente par le
spermatozoïde.
3.4.3 Chez les némertes Cerebratutus tacteus et Micrttra ataskensis
Les némertes sont des vers protostomes marins qui possèdent des ovocytes
fécondables en métaphase I dans l’eau de mer. Les ovocytes des espèces Cerebratulus
Ïacteus et Micrura aÏaskensis, arrêtés en prophase I, reprennent la méiose jusqu’en
métaphase I lorsqu’ils sont exposés à la 5-HT (Stricker and Smythe, 2000). Cet effet de
la 5-HT est dose-dépendant et peut se dérouler malgré l’absence de Ca2 dans le milieu
externe. L’utilisation d’inhibiteurs des canaux calciques (cobalt, verapamil ou
methoxyverapamil) ou d’un chélateur du Ca2 intracellulaire (BAPTA-AM) n’empêche
pas la GVBD induite par la 5-HT, qui se déroule en l’absence de fluctuations majeures
du Ca2 intracellulaire (Stricker and Smythe, 2000). De plus, la 5-HT provoque une
forte augmentation d’AMPc qui peut être inhibée par l’injection de GDPE3S ou
l’incubation dans des inhibiteurs de PKA (Rp-cAMP-$ ou H-$9), suggérant l’activation
d’un RCPG couplé à une protéine G avec activation d’une adénylate cyclase et de la
PKÀ (Stricker and Smythe, 2001). Ainsi, contrairement à une majorité d’invertébrés
marins bivalves, la GVBD chez le némerte ne dépendrait pas d’une augmentation de
Ca2 intracellulaire, mais d’une activation de la PKA via une augmentation d’AMPc.
L’étude pharmacologique du récepteur confirme en partie ceci, puisque le RS-23 597-
190, un antagoniste de récepteur 5-HT4, inhibe de façon dose-dépendante la GVBD
induite par la 5-HT, alors que le PPB, agoniste 5-HT4, stimule la GVBD de façon dose-
dépendante (Stricker and Smythe, 2001).
L’implication physiologique réelle de la 5-HT, in vivo, chez les némertes reste encore
à démontrer, mais les ovocytes répondent clairement à la 5-HT in vitro, alors que la
présence de 5-HT dans des extraits tissulaires de Cerebratulus lacteus suggère son
implication dans le mécanisme de régulation méiotique.
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3.4.4 Chez le poisson fundutus heterodiltus
Chez ce vertébré, la 5-HT ne semble pas réguler la stéroïdogénèse des cellules de la
granulosa, mais influence plutôt la maturation méiotique. En effet, chez f. heteroclitus,
la reprise de la méiose, indiquée par la GVBD d’ovocytes folliculaires, peut être induite
à l’aide de gonadotrophines ou du stéroïde l7,2O3-dihydroxy-4-pregnen-3-one
(17,2Of3P) lors d’expériences menées in vitro, et cet effet du 17,2Of3P inhibé de façon
dose-dépendante par la 5-HT (Cerda et al., 1995, 1997). L’effet inhibiteur de la 5-HT
peut être mimé par des agonistes de récepteurs à 5-HT et bloqué par des antagonistes,
mais le profil pharmacologique résultant ne correspond pas à un type de récepteur
mammifère en particulier. L’effet de la 5-HT s’effectuerait via l’activation d’un
récepteur ovocytaire, puisque la GVBD des ovocytes dénudés est aussi sensible à la 5-
HT (Cerda et aL, 1997). C’est le niveau d’AMPc qui régule la GVBD, puisque
l’activation du récepteur à 5-HT provoque une augmentation d’AMPc alors que le
17,2Of3P provoque une baisse d’AMPc inhibée par la 5-HT (Cerda et al., 1998a). De
plus, la molécule H8, un inhibiteur de PKA, induit la reprise de la méiose et empêche
l’effet inhibiteur de la 5-HT, suggérant une implication de la PKA dans ce phénomène
(Cerda et al., 1 998a). La présence ou le rôle physiologique de la 5-HT in vivo n’a pas
encore été démontré, mais il est intéressant de noter que l’efficacité de la 5-HT à inhiber
la maturation induite par le 17,2OP diminue au fur et à mesure que le follicule grossit
du stade vitellogénique tardif au stade de maturation précoce, suggérant un changement
de sensibilité à la 5-HT en fonction de l’état de maturation folliculaire (Cerda et al.,
199$b).
3.4.5 Chez les grenouilles Bufo viridis et Xenopus taevis
Chez la grenouille, des résultats contradictoires ont été obtenus quant à l’implication
de la 5-HT dans la maturation ovocytaire. Il a été rapporté que la 5-HT et les agonistes
5-chlorotryptamine ou 5-éthyltryptamine, ajoutés au milieu ou injectés dans les
ovocytes, inhibent la maturation ovocytaire induite par la progestérone chez Bufli viridis
et Xenopus laevis (Buznikov et aÏ., 1993). De plus, l’antagoniste inmecarb méthiodide
induit la maturation méiotique chez ces deux espèces, alors que les ovocytes dénudés ou
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intacts (entourés d’une mince couche de cellules folliculaires) ont des sensibilités
différentes lorsque mis en présence de 5-HT ou de l’inmecarb méthiodide, suggérant
l’expression de sites de liaison à la fois sur l’ovocyte et les cellules folliculaires
(Buznikov et aL, 1993). L’antagoniste miansérine induit aussi la GVBD, in vitro, chez
les ovocytes de Xenopus, et cet effet est coopératif avec la progestérone (Hanocq
Quetier and Baltus, 1981). La ritansérine, un autre antagoniste de récepteur à 5-HT,
cause aussi un effet semblable sur la maturation méiotique des ovocytes de Xenopus
(Sheng et aL, 2005). Cependant, contrairement aux résultats de Buznikov, la même
étude rapporte que la 5-HT n’inhibe pas la reprise de la méiose induite par la
progestérone chez Xenopus lae vis, que ce soit pour les ovocytes dénudés ou intacts
(Sheng et al., 2005). De plus, la 5-HT n’est pas détectée dans les ovocytes de Xénope
ou dans un milieu conditionné avec des ovocytes, mais est présente dans les follicules
intacts, qui contiennent des vaisseaux sanguins, confirmant l’absence de 5-HT dans les
ovocytes et les cellules directement en contact avec lui (Sheng et al., 2005).
finalement, il est intéressant de noter que le clonage et le séquençage du récepteur 5-
HT7 chez Xenopus a été effectué à partir d’une banque de cDNA d’ovocytes (Nelson et
aÏ., 1995). De plus, des résumés d’articles écrits en russe par le groupe de Buznikov
(Nikitina et al., 198$; Nikitina et al., 1993; Nikitina and Buznikov, 1996) supportent
l’effet de la 5-HT sur la maturation méiotique, et les articles de revue, publiés par le
même groupe, suggèrent que la 5-HT permet le maintien en arrêt méiotique des ovocytes
de Bufo viridis et de Xenopus laevis (Buznikov et al., 1996; Buznikov et al., 1999).
3.4.6 Chez le hamster doré Mesocricetus auratus
Il existe très peu de données sur l’effet de la 5-HT sur les ovocytes de mammifères.
Toutefois, chez le hamster doré, la 5-HT provoque une augmentation de la concentration
intracellulaire du Ca2 des ovocytes. Cette augmentation a pu être initialement détectée
par mesure de l’hyperpolarisation qui lui est associée et l’utilisation de l’aequorine, une
protéine luminescente sensible au Ca2 (Miyazaki et al., 1990). Par la suite, cette
réponse calcique a été confirmée par l’utilisation des indicateurs fluorescents “calcium
green-1” ou “fura-2 AM” (Fujiwara et al., 1993; Shiraishi et al., 1995). L’utilisation de
ce dernier indicateur a d’ailleurs permis de quantifier la réponse caïcique avec un pic de
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500 nM, après l’ajout d’une dose de 75 nM de 5-HT (fujiwara et al., 1993). La
concentration minimale de 5-HT qui provoque cette réponse est de 50 nM et l’ajout
d’une dose plus importante de 5-HT peut entraîner plusieurs oscillations calciques (4 à 6
oscillations à 1 0iM) et réduire le délai de réponse (Miyazaki et al., 1990). Ces réponses
calciques sont complètement inhibées par la microinjection d’un anticorps dirigé contre
le récepteur à 1P3, suggérant l’activation d’un récepteur couplé à la voie de la PLC
(Fujiwara et al., 1993). La réponse à la 5-HT peut aussi être inhibée par l’utilisation du
PMA, un activateur de la protéine kinase C (PKC), ou sensibilisée par la sphingosine, un
inhibiteur de PKC, suggérant une effet désensibilisateur de la PKC sur la réponse à la 5-
HT (Miyazaki et al., 1990). De plus, une exposition répétée ou prolongée à la 5-HT
provoque une désensibilisation de la réponse; suggérant qu’une boucle de rétro-contrôle,
impliquant potentiellement l’activation de la PKC par le DAG produit par la PLC,
agirait pour réduire ou limiter la réponse (Miyazaki et al., 1990). Finalement, ces
réponses calciques sont sensibles à la cyproheptadine, la spiperone et la kétanserine,
suggérant l’implication d’un récepteur de type 5-HT2A.
Les oscillations calciques provoquées par la 5-HT et la voie de transduction activée
par celle-ci suggèrent donc son implication dans la régulation calcique des ovocytes de
hamster doré.
3.5 La sérotonine et le développement embryonnaire précoce
L’implication de neurotransmetteurs et plus particulièrement de la 5-HT dans le
développement embryonnaire est soupçonné depuis longtemps déjà. Plusieurs séries
d’expériences effectuées au cours des dernières décennies, en particulier chez les
oursins, supportent cette hypothèse. Elles ont mené à l’élaboration de modèles sur
l’origine évolutive de la 5-HT et notamment du modèle de la protosynapse de Shmukler,
proposé comme précurseur ontogénétique et phylogénétique de la synapse neuronale et
régulateur des divisions embryonnaires (Buznikov and $hrnukler, 1981; Buznikov et al.,
1996; $hmukler and Buznikov, 199$; Buznikov et al., 1999). Dans ce modèle, l’espace
fermé entre les différents blastomères de l’embryon est considéré comme un analogue de
la synapse neuronale. La 5-HT, qui est détectée, entre autres, dans l’embryon 1 cellule
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et en division de l’oursin de mer Strongylocentrotus intermedius (Buznikov et aÏ., 1972),
serait sécrétée par les blastomères dans cet espace. La 5-HT pourrait alors interagir avec
des récepteurs à 5-HT classiques, exprimés à la membrane des blastomères, et ainsi
réguler les interactions entre les blastomères. La présence de ces récepteurs a d’ailleurs
été démontrée. Par exemple, les embryons fraîchement fécondés de S. intermedius
expriment un site de liaison au 8-OH DPAT à leur surface (Shmukler, 1993). Aussi, des
antagonistes de récepteurs à 5-HT non perméables aux membranes causent une
augmentation de Ca2 intracellulaire et la régression du premier sillon de clivage,
suggérant un lien possible entre la 5-HT, la régulation calcique intracellulaire et la
régulation d’événements associés à la division cellulaire ($hmukler et al., 1999). De
plus, une étude sur les embryons de l’oursin plat Scaphechinus mirabiÏis a permis de
démontrer que la 5-HT régule la communication entre les blastomères. En effet, dans
cette expérience, les deux blastomères étaient isolés après la première division cellulaire
puis, mis en culture séparément. Il a été observé qu’une majorité des blastomères isolés
se développait normalement, avec une 4éme division cellulaire produisant des
blastomères de taille égale, et pouvait former un organisme complet. Cependant, en
présence de 5-HT, le nombre d’embryons avec une 4ième division produisant des
blastomères asymétriques, comme s’il s’agissait de demi-embryons, était doublé,
suggérant que la 5-HT puisse mimer la présence d’un blastomère (Buznikov and
Shmukïer, 1981).
Cependant, l’implication de la 5-HT apparaît encore plus complexe puisque les
embryons exprimeraient aussi des sites de liaison intracellulaire pour la 5-HT. Un des
principaux arguments en faveur de la localisation intracellulaire de sites de liaison dans
l’embryogénèse est la plus grande efficacité rapportée d’indolylalkylamines tertiaires
pouvant pénétrer les cellules plus facilement que leurs analogues quaternaires (Landau et
aÏ., 1981). La nature exacte de ces sites n’est pas encore établie, mais l’existence de
sites de liaison situés directement sur le cytosquelette, de récepteurs intracellulaires
encore inconnus (mais couplés à des seconds messagers), ou de récepteurs classiques
localisés à l’intérieur des cellules ont été suggérés, comme autant de possibilités
(Sbmukler and Buznikov, 199$; Buznikov et al., 1999).
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Les fonctions particulières associées à la 5-HT pendant l’embiyogénèse doivent
toutefois être considérées en fonction de l’espèce étudiée. Ainsi, les fonctions
intracellulaires de la 5-HT pourraient être plus importantes chez les animaux au
développement embryonnaire mosaïque, possédant un cytoplasme extrêmement polarisé.
Chez les espèces au développement embryonnaire externe, la 5-HT serait synthétisée par
l’embryon, alors que chez les animaux au développement interne, comme les
mammifères, la mère pourrait en être la source (Buznikov et al., 1999).
Chez les mammifères, le nombre d’étude sur l’implication de la 5-HT dans le
développement embryonnaire précoce est moins abondant, mais ces études suggèrent
tout de même une implication. Par exemple, la 5-HT est retrouvée dans les tissus
reproducteurs comme l’oviducte, l’utérus et le placenta (Amenta et aÏ., 1992; Yavarone
et al., 1 993a). Sa présence est aussi détectée par immunocytochimie dans les embryons
2 cellules, 4 cellules, morula et blastocytes (Il’kova et aÏ., 2004) et sa synthèse par
l’embryon rendue possible par l’expression de la TPH dans les embryons 1 cellule et les
cellules souches embryonnaires du blastocyste (Walther and Bader, 1999). Pour ce qui
est des récepteurs à 5-HT exprimés, seule l’expression du récepteur 5-HTID dans les
embryons 1 cellule, 2 cellules, morula et blastocystes a été rapportée jusqu’à maintenant.
De plus, la culture in vitro d’embryons dans un milieu contenant du sumatriptan
(agoniste non sélectif de récepteur 5-HTID) ou de la 5-HT montre qu’un plus faible
nombre d’embryons survit jusqu’au stade blastocystes et avec un plus faible nombre de
cellules suggérant l’implication de la 5-HT dans les mécanismes de survie et de division
cellulaire (Vesela et al., 2003; Il’kova et al., 2004).
3.6 La sérotonine et le développement embryonnaire tardif
Ce rôle “pré-neuronal” des neurotransmetteurs et de la 5-HT en particulier s’étend
aussi aux processus plus tardifs du développement embryonnaire. Ainsi, chez la souris,
la 5-HT est détectée dans le placenta primitif et le placenta aux jours embryonnaires 9-
12 (Yavarone et al., 1993a). La source de cette 5-HT ne serait pas l’embryon lui-même
(pas d’augmentation ou de baisse du niveau de 5-HT lorsque l’embryon est traité avec le
tryptophane ou un inhibiteur de la TPH), mais plutôt la circulation maternelle, à partit de
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laquelle la 5-HT serait captée par un transporteur sensible à la fluoxetine (Yavarone et
al., 1993a). La présence d’un transporteur à 5-HT sensible à la fluoxetine et de la 5-HT
elle-même a aussi été démontrée chez l’embryon de souris au jour 12 (Lauder et aï.,
1988). Le mécanisme de transport permettrait à la 5-HT maternelle d’atteindre
l’embryon, via le placenta, et de réguler différents aspects du développement
embryonnaire.
Par exemple, la 5-HT stimule de façon dose-dépendante la migration des cellules de la
crête neurale en culture via les récepteurs 5-HTIA et 5-HT28 (Moiseiwitsch and Lauder,
1995; Choi et al., 1997). De plus, la ritansérine inhibe la migration des cellules de la
crête neurale et la prolifération de l’ecto-mésenchyme dans des embryons complets
cultivés in vitro et cause, comme la sertraline et la fluoxetine, de sévères malformations
cranio-faciales (Shuey et al., 1992; $huey et al., 1993; Choi et al., 1997). Cette
implication de la 5-HT dans le développement cranio-facial et dentaire est maintenant
bien documentée et a été l’objet de nombreux articles de revues (Lauder, 198$; Weiss et
al., 1992; Moiseiwitsch, 2000; Buznikov et aÏ., 2001). La morphogénèse cardiaque est
aussi régulée par la 5-HT, puisque la fluoxetine et la sertraline inhibent la prolifération
du mésenchyme cardiaque, de l’endocarde et du myocarde dans les embryons complets
(jours 9-12 post coitum) cultivés in vitro (Yavarone et al., 1993b). Le récepteur 5-HT28
a été identifié comme le récepteur régulant cet effet morphogénique de la 5-HT dans le
coeur (Choi et al., 1997), une fonction confirmée par la léthalité embryonnaire et la
morphologie cardiaque du “knockout” du récepteur 5-HT2B (Nebigil et al., 2000). Une
sensibilité de l’embryon de souris et d’autres tissus cultivés in vitro à des inhibiteurs
spécifiques de la recapture de sérotonine (S$RIs) a été rapportée dans plusieurs études et
suggère un rôle important de ce mécanisme dans les effets mitogéniques de la 5-HT
($huey et aÏ., 1992; Yavarone et aï., 1993b; Buznikov et al., 2001).
Objectifs
Le premier objectif de cette thèse était de caractériser l’implication potentielle de
facteurs spermatiques dans la régulation calcique des ovocytes de souris. Les protéines
oscilline et tr-kit ont été choisies comme candidats potentiels. En deuxième lieu, nous
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voulions déterminer si la régulation calcique des ovocytes de souris pouvait être régulée
par un RCPG exprimé à la surface des ovocytes et plus particulièrement le récepteur 5-
HT2A. Troisièmement, nous voulions savoir si le niveau des seconds messagers AMPc
et Ca2 des ovocytes et cellules du cumulus pouvait être modulé par la 5-HT via
l’expression de récepteurs spécifiques. Finalement, nous voulions vérifier que les COCs
contiennent la 5-HT et possédent la capacité de la produire et de la recapter.
Dans une première étude, nous avons constaté que la protéine nommée oscilline,
partiellement caractérisée chez le hamster, était présente chez la souris et possédait
certaines caractéristiques fonctionnelles lui permettant d’agir comme facteur
spermatique injecté provoquant l’activation ovocytaire lors de la fécondation. À cette
fin, nous avons d’abord procédé à l’amplification par PCR, à l’aide d’oligonucléotides
dégénérés, de l’homologue murin de l’oscilline. Nous avons ensuite cloné et séquencé
les différents fragments composant la partie codante de l’oscilline de souris. Par la suite,
nous avons procédé à une étude de l’expression de l’ARNm et de la protéine oscilline
elle-même. F inalement, nous avons évalué sa localisation dans les spermatozoïdes de
souris, de hamster et d’humain, par immunofluorescence indirecte, à l’aide d’un
anticorps spécifique. En parallèle, nous avons aussi évalué l’expression tissulaire de
l’ARNm et la localisation dans le spermatozoïde de la protéine tr-kit, l’autre facteur
spermatique activateur potentiel, partiellement caractérisé chez la souris.
Dans une deuxième étude, nous avons examiné l’expression des récepteur 5-HT2A 5-
HT2B et 5-HT7 dans les ovocytes, embryons pré-implantatoires et cellules du cumulus de
souris. Pour ce faire, nous avons vérifié l’expression de I’ARNm de ces trois récepteurs
par RT-PCR et de la protéine elle-même par Western blot et immunofluorescence
indirecte par microscopie confocale. Nous avons aussi déterminé la fonctionalité de ces
récepteurs en mesurant l’effet de la 5-HT sur le niveau des seconds messagers Ca2 (à
l’aide de la sonde fura-2 AM) et AMPc (par essai enzymo-immunologique) dans les
ovocytes et les cellules du cumulus.
Dans une troisième étude, nous avons démontré la présence de 5-HT endogène, par
immunofluorescence indirecte et microscopie confocale, dans les COCs et embryons
pré-implantatoires, en plus de vérifier la capacité de ces cellules à synthétiser et à
internaliser la 5-HT. Nous avons aussi vérifié l’expression de l’ARNm (par RT-PCR) et
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la présence de la protéine (par Western blot) TPH et du transporteur à 5-HT dans les
ovocytes, embryons pré-implantatoires et cellules du cumulus. finalement, nous avons
développé une technique d’immunofluoresence indirecte contre la 5-HT couplée à la
microscopie confocale quantitative, pour évaluer la recapture de la 5-HT par les
ovocytes et mettre ainsi en évidence certaines caractéristiques cinétiques du transporteur
et de sa sensibilité aux S$RIs.
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Chapitre 4:
Articles originaux
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4.1 Clonage, séquençage et analyse d’expression de la glucosamine-6-
phosphate déaminase (GNPDAIoscilline) de souris.
Manuscrit publié dans la revue Molecular Reproduction and Development
en 2000, volume 56, numéro 3, pages 424-43 5
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Abstract
It was reported that a hamster protein, called « oscillin », with a sequence related to
that of an E. cou GNPDA, triggered Ca2+ oscillations in mammalian oocytes when
introduced into their cytoplasm upon fertilization. Recentiy, it was shown that
GNPDA!oscillin is ubiquitously expressed in rat tissues and that a recombinant hamster
GNPDA!oscillin protein does not exhibit oscillin activity when injected into oocytes. In
the mouse, the nature and role of such a GNPDA!oscillin is flot known, but another
candidate protein, tr-kit, has been proposed as a sperm factor causing oocyte activation.
In order to clarify this issue, we have characterized the mouse homolog of hamster and
human GNPDAIoscillin, and examined its expression along with that oftr-kit, in
parallel. We report here the moiecular cloning and sequencing ofmouse
GNPDA!oscillin which shows over 96% identity with the hamster and human homologs.
Using specific primers, we performed an RT-PCR analysis to determine the tissue
distribution ofmouse GNPDA!oscillin mRNA. Unlike tr-kit mRNA which is expressed
solely in mouse testis, GNPDA/oscillin mRNA is detected in unfertilized oocytes and in
ail tissues examined including testis, heart, thymus, liver, ovary, uterus, kidney, spleen
and lung. The protein itself is also detected in ail tissues examined by Western blots.
Indirect immunofluorescence studies, using an antibody raised against hamster GNPDA,
demonstrate that GNPDA is lost with the acrosome reaction of mouse spermatozoa, is
localized in the equatorial and neck regions of the human spermatozoa and the post
acrosomal region of the hamster spermatozoa. Our resuits thus indicate that mouse
GNPDA!oscillin, the homolog of hamster oscillin, unlike tr-kit, does not exhibit some of
the required characteristics expected from a putative sperm-derived oocyte-activating
factor.
Key words:
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Introduction
At fertilization, the spermatozoon initiates a sequence of events that leads to oocyte
activation and embryonic development. lie initial intracellular calcium [Ca2] rise and
the subsequent calcium oscillations trigger cortical granule exocytosis, resumption of
meiosis, polar body extrusion, pronuclei formation and cleavage (Kline and Kiine,
1992; Miyazaki et al., 1993; Swann and Ozil, 1994; Tesarik et al., 1994; Schultz and
Kopf, 1995; Wu et al., 199$). These events can be parthenogenetically induced by
various stimuli that raise the [Ca2J1 (Kiine and Kline, 1992; Swann, 1994; fissore et al.,
1998). The precise pattem and persistence of oscillations in [Ca2j was shown to be
important (Lawrence et aï., 199$; Ozil and Swann, 1995) and should be used to
discriminate which candidate is(are) the true physiological(s) egg activator(s). These
2+
observations led to two main hypotheses to explain the changes in oocyte [Ca ] seen at
fertilization.
The first hypothesis suggests the presence of a sperm receptor on the oocyte plasma
membrane. The activation of such a receptor, either a G protein-coupled receptor or
tyrosine kinase receptor, would result in Ca2 oscillations via the generation ofthe
second messenger InsP3 (Miyasaki, 198$; Fujiwara et al., 1993; Schultz and Kopf,
1995). There is evidence that these receptor-messenger systems could be used at
fertilization in mammalian eggs. First, the injection of inositol 1 ,4,5-trisphosphate
(InsP3) in mouse oocytes (Swann, 1994) or the activation of hamster oocyte with either
extemal serotonin (Miyasaki et al., 1990) or injected GTPyS (Miyasaki, 1988) triggers
an intracellular calcium release. Second, changes in tyrosine phosphorylation ofvarious
proteins occur following fertilization in mouse oocytes (Endo et al., 1986). However,
the persistence and the pattem of the Ca2 oscillations produced by these stimuli do flot
perfectly mimic those observed at fertilization (Miyazaki et al., 1988; Swann, 1994).
Even though there is evidence for the presence of several members of these two
pathways in mammalian oocytes, their identity and role in mammalian egg activation is
not clear tSchultz and Kopf, 1995; Dupont et aï., 1996).
The second hypothesis involves a soluble sperm factor that would be injected directly
into the oocyte after fusion with the spermatozoon. Strong evidences are accumulating
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in favor of this hypothesis for mammalian eggs since injection of either bovine, mouse,
hamster or human oocytes with mammalian cytosolic sperm preparations can trigger
repetitive calcium oscillations that closely mimic those seen at fertilization (Swann,
1990; Homa and Swann, 1994; Wu et al., 1997). This sperm factor appears to be a
protein or protein complex based on its high molecular mass and its sensitivity to
proteases and heat ($wann, 1990; Wu et al., 1997). Its expression seems restricted to
sperm celis since injection of brain or liver preparations into oocytes do flot trigger Ca2
oscillations ($wann, 1990; Wu et ai, 1997). This sperm factor could even play a wider
role in calcium signaling in mammalian cells since injections of sperm extracts into
dorsal foot ganglion neurons (Currie et al., 1992), hepatocytes (Berne et aÏ., 1996) and
endothelial cells (Hogben et aï., 199$) also trigger Ca2 oscillations in these ceils. In
addition, widely performed intra-cytoplasmic sperm injection (IC$I) procedures with
human oocytes may lead to normal embiyonic development and are accompanied by a
normal series of Ca2 oscillations and this, without any contact between the plasma
membranes of gametes (Homa and Swann, 1994; Tesarik et al., 1994).
Recently, the accumulation of observations in favor of the sperm factor hypothesis led
to an intensified search to precisely identify this factor. A purified hamster sperm
preparation, that produced normal Ca2 oscillations when injected into mouse oocytes,
was characterized and reported to be mainly constituted of a single active protein
(Parrington et al., 1996). This hamster protein, called « oscillin », was further shown to
be a 2$9 amino acid-long polypeptide sharing 53% sequence identity with a
glucosamine-6-phosphate deaminase (GNPDA) ftom Escherichia cou (Parrington et ai,
1996). They reported using Western blots, that this hamster protein was sperm-specific
and, by indirect immunofluorescence, that it localized in the intracytoplasmic equatorial
region of hamster, human and boar sperm (Parrington et al., 1996). However, it was
later observed, using Western and Northern blot analyses, that the rat homolog of
hamster oscillin was ubiquitously expressed in rat tissues (Wolosker et al., 199$). It was
also reported that the recombinant hamster oscillin possessed a strong GNPDA activity
but that it could not produce Ca2 oscillations when injected into mouse oocytes
(Wolosker et aÏ., 1998). Recently, the human homolog of the hamster GNPDA!oscillin
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was identified (Shevchenko et al., 199$) and also shown to have a strong GNPDA
2+
activity but no Ca oscillogen activity (Wolny et al., 1999).
In the mouse, it is not yet known whether a similar GNPDA!oscillin might regulate
oocyte activation, but another candidate protein has been proposed to play such a role.
This protein, called tr-kit, is a truncated C-terminal variant ofthe well known c-kit
receptor (Rossi et al., 1992), and is expressed exclusively at the end of the
transcriptional phase of spermiogenesis (Albanesi et al., 1996). Tr-kit is found in the
midpiece and post-acrosomal region ofthe mouse sperm, and injecting into mouse
oocytes a recombinant tr-kit or tr-kit mRNA can induce activation, pronucleus formation
and a decrease in MAP kinase activity through phospholipase Cyl -mediated events
(Sette et al., 1997; Sette et al., 1998).
Other recent hypotheses for egg activation include a receptor-trigger/sperm factor
oscillator mechanism (Tesarik and Mendoza, 1999), a two sperm factors mechanism
(Wilding and Dale, 1997) and a multiple submembrane sperm components mechanism
(Perry et al., 1999). Finally, the implication ofthe second messenger JnsP3 in Ca2
release at fertilization (Miyazaki et al., 1992), which can be linked to any ofthe
hypothesis presnted here, has led to a search on the role ofthe InsP3-producing enzyme
PLC in egg activation. A member of this family could be present in a hamster sperm
extract that causes Ca2 release in sea urchin egg homogenates (Jones et al., 1998) and
mouse eggs (Parrington et aÏ., 1999) or, altematively, a PLC from the egg could be
activated at fertilization even though a report showed that a SH2-domain rnediated
activation of the PLCy1 is flot recquired at fertilization (Mehlmann et aÏ., 1992).
In light of these conflicting views regarding the nature of a sperm-derived oocyte
activating factor in diverse mammalian species, we decided to reexamine the various
proposed possibilities, using the mouse which is one ofthe best known animal mode! in
fertilization biology. We report here the cloning and sequencing of a mouse homolog of
hamster GNPDA!oscillin that shows over 95% identity with the conesponding hamster
and human proteins. An analysis of expression of both the protein and mRNA indicates
that mouse GNPDA!oscillin is expressed in ail tissues examined while the tr-kit mRNA
is found only in the testis, as reported. We also show that GNPDAIoscillin is found in
the acrosomal region ofthe mouse sperm, the post-acrosomal part of hamster sperm and
$0
in the equatorial region ofhuman sperm. The tr-kit protein localizes in the acrosomal
region and connecting piece region ofthe mouse sperm. Our resuits thus confirm
previous reports (Parrington et al., 1999; Wolosker et al., 199$; Wu et al., 199$)
invalidating the possibility ofmouse GNPDA!oscillin being an oocyte-activating factor
involved in early fertilization events while tr-kit effectively fulfiuls some characteristics
expected from such a factor.
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Materials and methods
RNA isolation, RT-PCR, cloning and sequencing
Total RNA from different tissues ofB6C3F1 mice (Charles River, St-Constant,
Quebec, Canada) was extracted with guanidine-lithium chloride (Chirgwin et al., 1979)
and reverse transcribed with the enzyme Superscript II (Gibco-BRL, Burlington,
Ontario, Canada) using an oligo dT as a primer. Testis cDNAs were then used in a
polyrnerase chain reaction (Taq DNA polymerase, Gibco-BRL), of 35 cycles, consisting
ofa denaturation at 95 °C for 90 sec., primer annealing at 40 °C for 90 sec., and primer
extension at 72°C for 3 min. with a final extension of 20 minutes. This PCR was
performed using one sense degenerate primer (5’-
ATGAAA!GC/TTIATIC/TTIGAG/ACAT/CTA-3’) and one of two anti-sense primers
(5’- GCA!GTCT/CCTAIGTCAIGCAIACA/GAAIAC-3’ or 5’-
CATIAG/AICCT/CTTA!GAAA/GTAT/CTTJAC-3’) which were expected to yield
amplified DNAs of 72$ nucleotides (nt.) and 777 nt., respectively, based on the hamster
oscillin sequence (EMBL X94699) and another related human sequence (EMBL
D3 1766).
Obtained amplified DNAs were sequenced which allowed us to perform a 3’ rapid
amplification of cDNA ends to obtain the 3’ end of the cDNA sequence. First, total
RNA from testis was subjected to a reverse transcription using an oligo dT (5’-
GCTAAGCTAGCG CTAAGAGCGGCCGCAAGC(T)15-3’) fused with a short «tau»
of known nucleotides to serve as anchors. These cDNAs were then used in a nested
PCR strategy using a sense primer (nt. 556-585, fig. 2) specific to the mouse cDNA of
the GNPDA/oscillin and an anti-sense primer annealing to the 3’ end anchor (5’-
GCTAAGCTAGCGCTAAGAA-3’). One microliter ofthis 50 microliter reaction was
then subjected to a second amplification with another specific sense primer (nt. 76 1-784,
fig. 2) and another anchor-specific primer (5’-GCTAAGAGCGGCCGCAAG-3’). The
PCRprogram, of 30 cycles with ahot start, consisted ofdenaturations of 90 sec. at
95°C, primer annealing of 90 sec. at 50°C, and primer extension of 3 min. at 72°C. The
first 12 cycles followed a « touchdown » protocol where the annealing temperature was
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gradually lowered from 61°C to 50°C and the iast cycle had a primer extension time of
20 min (O$C-3, fig. 1).
To obtain the 5’ end of the cDNA sequence, we used a mouse testis cDNA library
(lambda gtll, Stratagene, La Joua, California) in a half-nested PCR strategy using
sequentiai amplifications with a sense primer specific to the phage arm (5’-
TGACACCAGACCAACTGGTAATGG-3’) and two anti-sense primers specific to the
GNPDA cDNA (nt. 761-784 and nt. 556-585 respectively). The PCR program, of 35
cycles with a hot start, consisted of denaturations of 45 sec. at 95°C, primer annealing of
45 sec. at 57°C, and primer extension of 2 min. at 72°C (Iast primer extension of 20
minutes). The first PCR reaction (50 microliters) was loaded with 1 million phage with
an initial denaturation of 10 min., and the second PCR reaction used 1 microliter from
the firstrun(5’l, fig. 1).
Tbree other overlapping clones (fig. 1) were then produced by PCR to confirm the full
sequence and check for possible enors due to the Taq polymerase. The first two were
produced with testis cDNA in a standard PCR amplification (with the primers nt. 110 1-
1120 and 2170-2195 for OSC-5 and nt. 556-585 and 1238-1261 for OSC-6, fig. 2). The
last one, OSC-7, was produced with the same strategy that gave 5’l.
All PCR products obtained were then cloned in pCRII (Invitrogen, Carlsbad,
Califomia) and sequenced on both strands using the 17 Sequenase v2.0 sequencing kit
(Amersham Canada) or the sequencing service of the Lavai University (Quebec,
Canada).
Expression analysis
The cDNAs from various mouse tissues were used in a PCR reaction (with hot start)
that consisted of$ « touchdown» cycles of denaturation at 95°C for 30 sec., primer
annealing at 75°C (-1°C/cycle) for 30 sec., and primer extension at 68°C for 90 sec.
These cycles were foiiowed by 22 cycles of denaturation at 95°C for 30 sec., and primer
annealing-extension at 68°C for 2 min., with a final extension of 10 min. One sense
primer (nt. 106-131, fig. 2) and two anti-sense primers (nt. 556-525 and 761-784, fig. 2)
were used to verify the expression ofthe GNPDA mRNA and the expression analysis of
the tr-kit mRNA was performed with one sense specific primer (5’-
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ATGGCTGTTGCTGTCTTTCCTTTTC-3’, a.a. 1-9) and an anti-sense primer (5’-
ACTGAAGCTTCAGGCATCTTCGTGCAGAGCAGGGGC-3’, a.a. 194-202)
containing a restriction site for Hind III (underlined). Primers specific for mouse 3-actin
(5 ‘-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3’ and 5’-
CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3’, Clontech, Palo Alto, Califomia) were used
as positive controls. Negative controls were realized using the pairs ofprimers for
GNPDA/oscillin or tr-kit on non-reverse transcribed RNA of each tissue to confirm the
resuits. 10 pi of each reaction was loaded on a 1,5% agarose gel stained with ethidium
bromide.
Immunofluorescence analysis
Spermatozoa from the epididymis ofB6C3Fl mice were collected, washed three times
by centrifugation, and resuspended in Dulbecco’s phosphate buffer saline (D-PBS).
Spermatozoa were spotted on slides coated with poly-L-lysine ($igma-Aldrich Canada,
Oakville, Ontario) and fixeWpermeabilised in ethanol for 15 minutes at room
temperature. The slides were then blocked with defatted 3% BSA (d-BSA, ICN Canada,
Montreal, Quebec) in D-PBS for 1 hour at room temperature, before an ovemight
incubation at 4°C in a D-PBS/d-BSA solution containing, as primary antibodies, either
an anti-GNPDA antibody (Wolosker et al., 1998), diluted 1/500, or 5 ig/mL of an
antibody raised against the amino acids 95$-976 ofthe c-kit human protein (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, Califomia), corresponding to the arnino acids 1 84-202 of the
mouse tr-kit (Rossi et al., 1992), or stock rabbit serum IgG (Sigma) diluted 1/1500 as a
control. Afier two washes in D-PBS/d-BSA the spermatozoa were incubated in D
PBS/d-BSA containing a Cy3-coupled goat anti-rabbit secondary antibody solution
(Sigma), diluted 1/1000. Afier two washes in D-PBS, they were incubated in D-PBS
containing 15 jig/mL of fluorescein isothiocyanate-conjugated (FITC) Fisum sativum
aggiutinin ( ICN Canada), washed two more times, and mounted with 50% glycerol.
The same steps were followed with golden hamster sperm (Charles River) except that
the anti-GNPDA was diluted 1/100 and the rabbit IgG at 1/300. For the human sperm,
freshly ejaculated sperm was diluted in D-PB$ and centrifuged for 10 min. at 650 g.
The sperm was then allowed to swim-up in fresh D-PBS for 45 min. at 37°C, washed
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two times in D-PRS, and spotted on poly-L-lysine-coated siides. Other procedures were
similar to those used for mouse sperm.
Western blot analysis
Tissues from B6C3F1 mice were homogenized with a polytron in a buffer containing
25 mM MOPS, 15 mM MgCb, 2rnM DIT and a protease inhibitor cocktail (Boehringer
Manheim Canada, Lavai, Canada) containing aprotinin (0.1 jiM), bestatin (130 jiM),
chymostatin (10 tM), EDTA (1 mM), leupeptin (1 jM), pepstatin (1 iM) and
phosphoramidon (300 nM). The homogenate was centrifuged 10 min. at 15000 g and
the supernatants, dituted in sample buffer (Laemmli et al., 1970), were loaded on a 12%
SDS-PAGE gel, run at 200 V for 45 min. and then transferred to a polyvinylidene
difluoride membrane. The membrane was blocked with 3% milk and 0,05% Tween 20
in D-PBS for one hour at room temperature and then the blot was incubated with a
1/10000 dilution ofthe anti-GNPDA antibody ovemight at 4°C. The detection was
performed with the enhanced chemiluminescence assay (Amersham, Oakville, Canada).
Spermatozoa from the epididymis of either mouse or golden hamster, or freshiy
ejacuÏated human sperni, were coÏlected in D-PBS and centrifuged at 650 g for 10 min.
The spermatozoa were then allowed to swim-up in fresh D-PBS for 45 min. at 37°C,
washed two times in D-PB$, and diluted in sample buffer. These solutions were
sonicated, for 3 cycles of 45 sec. at 4°C, boiled for 10 min., and then centriftiged for 10
min. at 15000 g. The supematants were later used for SDS-PAGE as for the mouse
tissues.
Oocyte collection and RT-PCR analysis
B6C3F1 female mice were primed with 5 lU ofpregnant mare’s serum (PMS, Sigma)
and induced to ovulate 46 hours later with 5 lU of human chorionic gonadotropin (hCG,
Sigma). Metaphase II mouse oocytes were recovered from the oviduct 16 hours afier the
hCG injection, in a M2 medium (Sigma) containing 10 mg/ml bovine testis
hyaluronidase (Sigma) to remove cumulus cells. The oocytes were then transferred in a
tube with a minimum of medium and kept at -80°C until mRNA isolation.
$5
The mRNA of 100 mouse oocytes was isolated using the micro scale protocol of the
Dynabeads mRNA DIRECT kit (Dynal Inc., Lake $uccess, NY). The rnRNAs were
reverse transcribed using the enzyme Superscript II (Gibco BRL) in a 20 jiL reaction at
42°C, for 45 minutes, to construct a cDNA library immobilized on beads, according to
the manufacturer’s specifications. The quality ofthe immobilized cDNA library was
then verified by a standard PCR amplification using primers specific for 3-actin. The
first PCR run (50 microliters) was performed for one cycle using the cDNA beads, that
were then rernoved following the second denaturation, and remaining cycles were
performed with the supematant. The PCR program, of 30 cycles with a hot start,
consisted ofa denaturation of 45 sec. at 95°C, primer annealing of 1 min. at 57°C, and
primer extension of 2 min. at 72°C (last primer extension of 15 minutes). The second
PCR run was performed with 1 microliter of products from the first amplification and
the same PCR program. Two oligonucleotides (nt. 106-13 1 and nt. 556-5$5, fig. 2),
specific to the mouse GNPDA!oscillin, were then used to verify the expression of
GNPDA/oscillin mRNA in the oocytes. 10 iL of each reaction was loaded on a 1,5%
agarose gel stained with ethidium bromide.
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Resuits
Cloning and sequencing of the mouse GNPDAIoscillin cDNA
We first wanted to identify the mouse homolog to the hamster oscillin. The various
clones that allowed to obtain the full sequence are depicted in Figure 1. Mouse testis
cDNAs were PCR-amplified using two pairs of degenerate primers, deduced from
hamster and human GNPDA/oscillin sequences, and this yielded two overlapping DNA
sequences of 72$ and 777 nt. (OSC-1 and OSC-2, Fig. 1), spanning approximately 85%
ofthe expected coding sequence. Based on this sequence, new oligonucleotides were
synthesized and used in a 3’ RACE strategy, to amplify a DNA fragment that included
1313 nt. of3’-UTR and 149 nt. ofcoding sequence that overlapped with the O$C-2
fragment (OSC-3, Fig. 1). The 5’ end ofthe coding sequence was obtained with another
PCR strategy consisting in a half-nested PCR on a mouse testis cDNA library, that
yielded a DNA clone of 585 nt., including 40 nt. of 5’ non-coding sequence, overlapping
with O$C-1 and OSC-2 (5,-1, Fig. 1). Finally, three other overlapping clones of 1094,
705 and 585 nt. (O$C-5,O$C-6 and O$C-7 respectively, Fig. 1) that span 2195 nt. were
obtained to confirm the final sequence and make up for possible errors due to the Taq
DNA polymerase (Fig. 1). The full sequence ofmouse GNPDA/oscillin (Genbank,
AF160355) is shown in Figure 2 and its longest open reading frame was determined as
$70 nt. long with the first ATG at position 41. This sequence predicts a protein of 289
a.a. (Fig. 2), with a molecular mass of 32512 kDa. Comparisons of the mouse
GNPDA!oscillin amino acid sequence (Blast program, NCBI) with other known
sequences indicated that it is 97% similar (282/289) to the hamster GNPDA/oscillin
(EMBL X94699) that was reported to have an oscillogen activity (Parrington et al.,
1996), and 96% (278/289) similar to the human GNPDA/oscillin (EMBL AF029914).
Figure 3 shows a sequence alignment of the mouse protein with the hamster and human
GNPDA/oscillins. The differences between the mouse sequence and the hamster
sequence (7 a.a.) are all conservative and only 3 differences in amino acids (out of 11)
between the mouse and human sequences are non-conservative (Fig. 3). These
differences are scattered over the whole sequence and the high similarity scores establish
this protein as the mouse homolog of the hamster and human proteins. High similarity
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scores were also obtained with the Caenorhabditis elegans (6$%), BorreÏia burgdorferi
(6 1%), Haemophilus inftuenzae (60%) and Escherichia cou (59%) GNPDAs.
Expression analysis of mouse GNPDAIosciIlin mRNA and protein
Next, we wanted to verify whether the mouse homolog of hamster GNPDAJoscillin
was expressed only in sperm and testes as it was first reported for the hamster
(Parrington et al., 1996) but flot for the rat (Wolosker et al., 199$). For so doing, we
designed one sense oligonucleotide and two anti-sense oligonucleotides deduced from
the mouse GNPDA!oscillin sequence (Fig. 2) and expected to yield, by, PCR, two
amplifted DNAs, respectively 479 nt. and 604 nt. long ( see Materials and Methods).
Using cDNAs prepared from mouse testis RNA, in a PCR run, we detected amplified
DNAs of expected sizes with both pairs of GNPDA!osciiiin-specific primers, as well as
with tr-kit-specific primers or f3-actin-specific primers, as positive controls. No
additional « contaminating » amplified DNAs were detected with ail oligonucleotide
pairs, and no amplified DNA could be detected in negative controïs, thus validating the
specificity of these oligonucleotides (Fig. 4).
Therefore, the same oligonucleotides were used to determine whether mouse
GNPDAIoscillin or tr-kit mRNAs were expressed in other mouse tissues (Fig. 5). Our
RT-PCR expression analysis shows that the mouse GNPDAJoscillin mRNA is expressed
in ail nine tissues examined including heart, liver, ovary, lung, spleen, kidney, testis,
thymus and uterus (Fig. 5 panel A and B). These results are similar to those obtained by
Northem blots with several rat tissues (Wolosker et aï., 199$), and thus confirm that the
mouse GNPDA!osciilin mRNA is ubiquitously expressed in most, if flot ail, tissues.
This observation does not fit one condition required for a sperm-derived oocyte
activating factor, e.g. to be restricted to sperm celis. In parallel we investigated the
expression oftr-kit rnRNA, another candidate activator ofmammalian oocytes, reported
to be expressed solely in postmeiotic haploid germ celis (Sorrentino et al. 1991). Our
results indeed confirm that tr-kit mRNA is expressed solely in the testis (Fig. 5 panel C).
Finally, we were also able to detect GNPDA!oscillin mRNA (Fig. 6), using unfertilized
oocyte.
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We then used a polyclonal anti-hamster GNPDA antibody (provided by Dr. Herman
Wolosker, John’s Hopkins University) in a Western blot analysis on different mouse
tissues (fig. 7). The antibody recognizes an antigen of approximately 35 kDa, the
expected size ofmouse GNPDA!oscillin, in ail tissues including brain, heart, liver,
ovary, lung, spleen, kidney and testis (Fig. 7a), confirming the ubiquity of expression of
the protein itself, in addition to its mRNA.
A Western blot analysis on protein preparations from mouse, hamster and human
sperm was also conducted to verify the specfficity ofthe antibody. As shown in figure
7b, the antibody recognizes a single band ofapproximateÏy 35 kDa in sperm of ail
species.
Some additional higher molecular weight bands were occasionally seen in some ofthe
tissues used (e.g. kidney, lane 2, fig. 7a) and presumably correspond to unknown
proteins sharing a common epitope with GNPDA/oscillin. However, sperm extracts
revealed only a single band of approximately 35 kDa which was the only one detected in
ail tissues.
Localization of GNPDAIosciHin and tr-Idt in the hamster, human and mouse sperm
The specificity of the anti-GNPDA antibody permitted us to perform an indirect
inmiunofluorescence localization of the protein in mouse, hamster and human sperm
(fig. 8). Using this antibody, we were able to localize the protein in mouse spermatozoa
as exclusively associated with the acrosomal region (Fig. 8b). Omitting the first
antibody or using rabbit IgG instead of GNPDA antibody, as negative controls, resulted
in total absence of staining (not shown). We also used a Fisum sativum lectin as an
fITC-conjugate that labels exclusively acrosome-intact spermatozoa with little or no
binding to spermatozoa having undergone spontaneous acrosome reaction (Cross et aï.,
1986). Using this marker of intact acrosomes, we observed that anti-GNPDA labeling
was strictly associated with a parallel positive labeling by the fITC-conjugated lectin,
whule acrosome-reacted spermatozoa, as determined by an absence or a very weak
labeling by the lectin, were also negative for anti-GNPDA (Fig. $a, b and c). Moreover,
using paraforrnaidehyde-fixed spermatozoa, a strong labeling of the acrosome region
could be seen oniy if they had been permeabilized with Triton X-100 prior to the
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incubation with the anti-GNPDA antibody (not shown). These observations strongly
suggest an intracellular localization for mouse GNPDA/oscillin and that it is lost after
the acrosome reaction.
It has been reported (Parrington et al., 1996 ; also shown for the human by Wolny et
al., 1999) that the boar, hamster and human GNPDA!oscillin localized to the equatorial
segment of their respective spermatozoon. We also localized GNPDA!oscillin in the
hamster and human sperm. As reported, a strong staining occurred in the equatorial
region of the human sperm (Fig. 9b), with no staining when using only the secondary
antibody or a rabbit IgG control as first antibody (not shown). However, the staining
observed with the anti-GNPDA antibody on the hamster sperm indicated a strong
labeling ofthe post-acrosomal region of the head, and on the tip ofthe acrosome (Fig.
9d) unlike previous studies reporting an equatorial localization (Parrington et al., 1996).
The negative controls, second antibody only or rabbit IgG as first antibody, had no
staining (flot shown).
We also verified, in parallel, the localization ofthe tr-kit protein in the mouse
spermatozoon. It has been reported that tr-kit could be found in spermatid residual
bodies and in the mid-piece and post-acrosomal region of the mouse mature
spermatozoon (Albanesi et al., 1996 ; Sette et al., 1997). We conducted an indirect
immunofluorescence analysis, using an affinity purified anti-c-kit antibody recognizing
the C-terminal part of the protein, and, unlike previous reports (Albanesi et al., 1996;
Sette et al., 1997), we found tr-kit to be present in the acrosomal region and in the
connecting piece region ofthe mouse sperrn (Fig. 8e). We verified, using the lectin
Pisum sativum, if the loss of the acrosome resulted in a parallel loss of staining with the
anti-c-kit in these regions. The loss ofthe acrosome, as indicated by an absent or weak
labeling using the lectin, greatly reduced the staining over the acrosomal region (Fig. 8d,
e and f) while the colmecting piece labeling was maintained. Paraformaldehyde-fixed
spermatozoa needed to be permeabilized with Triton X-100 to observe a labeling ofthe
acrosome and the connecting piece region, suggesting an intracellular localization ofthis
protein.
90
Discussion
Numerous resuits suggest an important roÏe for a sperm factor at fertilization. Tndeed,
the injection of sperm preparations can generate the initial Ca2 wave and the following
Ca2 rises that lead to oocyte activation (Jones et aÏ., 1998; Swann, 1990; Wu et al.,
1997 ; Wolosker et al., 199$). The exact nature of the sperm factor or the sperm factors
is not known and clear evidences of its involvement in natural fertilization are stili
missing. Some candidates have been proposed in recent years to play the role of sperm
factor (Parrington et al., 1996 ; Sette et al., 1997 ; Kimura et aÏ., 1998). One ofthese
potential sperm factors, the oscillin, was first purified by submitting hamster sperm
proteins through successive chromatographic columns (Parrington et aÏ., 1996). These
fractions were injected into mouse oocytes and assessed for a Ca2toscillating activity.
This technique permitted to purify a protein with such an oscillogen activity, to sequence
it, and to raise a monoclonal antibody against it. The sequence of oscillin showed no
similarity with known cellular messengers but was 53% similar to the Escherichia cou
GNPDA (Parrington et al., 1996). The monoclonal antibody was used in a Western blot
analysis that suggested the sperm specificity ofthe protein and, in an
immunofluorescence assay indicating that the protein localized in the equatorial region
of hamster, human and boar sperm. This region of the sperm is the site of fusion
between gametes (Yanagimachi, 1994), and is thus a proper localization for an injected
sperm-derived oocyte-activating factor. The hamster and human oscillins were recently
identified as GNPDA, since they can convert glucosamine-6-phosphate into fructose-6-
phosphate, and experiments showed that chromatography-purified GNPDA,
recombinant GNPDA or GNPDA mRNA were not able to induce Ca2 oscillations when
injected into oocytes (Parrington et al., 1999; Wolosker et al., 199$ ; Wolny et al.,
1999). It was also shown that the rat homolog is ubiquitously expressed both at the
mRNA and protein levels (Wolosker et al.,199$).
In order to clarify this issue, we decided to verify, with the mouse, whether
GNPDA/oscillin would fulfill some ofthe basic characteristics expected from a soluble
sperm factor. f irst, the sperm factor is expected to be well conserved among the
different mammalian species. Indeed, injection ofa sperm factor prepared from boar or
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hamster sperm can induce Ca2 oscillations in mouse oocytes and other experiments
using spermatozoa and oocytes from hamster, human or cow support the notion that this
sperm factor has a universal role across many mammalian species (Swann, 1990; 1992;
Homa and Swann, 1994 ; Wu et al., 1997). The sequence of mouse GNPDAloscillin is
very similar to the Escherichia cou GNPDA (59%), but, more importantly, it is 97% and
96% similar to the hamster and human GNPDA/oscillins. This high similarity
unambiguously confirms our sequence as the mouse homolog and is in agreement with
the expected high degrec of conservation among mammalian sperm factors.
Second, the sperm factor should be sperm-specffic since injecting brain or liver
extracts into oocytes does not cause Ca2 oscillations (Swann, 1990 ; Wu et al., 1997).
In order to verify this, we conducted RT-PCR and Western blot analyses revealing that
both mouse GNPDA/oscillin mRNA and protein are expressed in a variety of tissues.
This ubiquity of expression was also reported for the rat homolog by Northern and
Western blots (Wolosker et al., 199$). The ubiquity ofthe GNPDA!oscillin expression
does flot fulfiul the sperm-specificity expected from a sperm factor.
Third, a sperm factor is expected to localize in a sperm region that would allow its
transfer into the oocyte at fertilization. It was previously reported that most of
GNPDA/oscillin was found in the equatorial region of boar, hamster, human, mouse and
pig sperm (Parrington et aÏ., 1996 ; Swann and Lai, 1997 ; Wolny et al., 1999). Our
resuits with the mouse strongly differ from these initial observations since
GNPDA!oscillin localizes essentially within the acrosomal region ofthe sperm and the
protein is thus presumably lost prior to gamete fusion. This localization was confirmed
using the lectin Fisum Sativum which binds to the acrosome content. Indeed, when
spermatozoa were scored acrosome-lost (e.g. weak or no staining with the lectin) the
GNPDAIoscillin staining was also absent. The protein is thus within the head in the
acrosomal region since ethanol fixation!permeabilization or Triton X-100
permeabilization after fixation with paraformaldehyde was needed to observe the
staining. The localization ofthe GNPDA!oscillin in the acrosomal region cannot be
precisely identified, since it would require transmission electron microscopy, but the
sequence obtained from testis cDNA does not code for a signal peptide that would target
the protein inside the acrosome. We infer from these informations that mouse
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GNPDA!oscillin cannot be transferred within the oocyte at fertilization. We also
verified the GNPDA!oscillin localization in human sperm and found it to be localized in
the equatoriai and the neck region. The neck region staining has only been reported by
one group and they hypothesized that it was perhaps due to a cross reaction with
unidentified sperm proteins (Wolny et aÏ., 1999). We also observed that the neck
staining was ofien less intense than the equatorial staining but was nevertheless seen in
ail experiments. $ince our antibody recognizes only one protein in Western blot, we
believe this staining to be specific and conclude that GNPDA!oscillin is also present in
the neck region of the human sperm. With the hamster sperm, we observed a strong
staining ofthe post-acrosomal part of the head and a weaker staining at the tip ofthe
acrosome. This localization is different from the equatorial localization first reported
with a monoclonal antibody directed against the hamster protein (Panington et al.,
1996). The reason for this discrepancy is unclear but, as mentioned, cannot be attributed
to any improper specificity ofthe antibody we used. Anyhow, this localization of
GNPDA!oscillin within the hamster sperm might still fit the possibility of its being
injected in the oocyte at fertilization. It is difficult however to explain the observed
differences in the localization of the protein in the different species studied and what
could be the role of the GNPDA/oscillin in the mammalian sperm. Even though our
results with hamster and human sperm fit with the « injectable localization» in the
spermatozoon, the acrosomal localization of GNPDA/oscillin in the mouse
spermatozoon is ineconcilable with this requirement.
Our results on tr-kit mRNA expression analysis are in agreement with previous
observations and confirm the sperm specificity oftr-kit ($orrentino et al., 1991). The
immunolocalization ofthis protein in the acrosomal region and in the connecting piece
region of the mouse spermatozoon is, however, different from what was reported (Sette
et aÏ., 1997). Indeed, the tr-kit protein was first localized in the midpiece and
cytoplasmic droplet ofthe flagellum (Sette et al., 1997). The potential « oocyte
activating > role of this protein suggests a non-acrosomal localization of tr-kit if it is to
be injected in the oocyte at fertilization. The acrosomai localization oftr-kit reported
here does flot support the possibility of its being injected within the oocyte and it should
be noted that the 12 a.a. specific to tr-kit have a hydrophobicity pattem compatible with
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a signal cleave/signal anchor sequence (Rossi et aÏ., 1992) which could mean that the
protein might be targeted in the acrosome. However, some staining was also seen in the
connecting piece region, a localization allowing to speculate that the protein is
transferred to the oocyte at fertilization. It should be noted, however, that the anti tr-kit
antibody used was raised against a C-terminal region of the protein shared by both c-kit
and tr-kit. It is generally admitted, by most workers, that the expression of c-kit mRNA
or c-kit protein in the male germ celis is restricted to the spermatogonia and early
spermatocytes while the later spermatocytes and spermatids do flot express it (Manova et
aÏ., 1990, Yoshinaga et al., 1991, Sonentino et al., 1991, Rossi et al., 1992, Albanesi et
al., 1996). In strong contrast with this view, it was recently reported that the c-kit
protein is present in the acrosomal granules of mouse round spermatids and the
acrosome of testicular spermatozoa (Sandlow et al., 1996). It was further suggested
(Feng et al., 1997) that the c-kit receptor is involved in the acrosome reaction and that
acrosome-reacted sperm lost their immunoreactivity to anti-c-kit, as indicated by
Western blotting. If these latter observations prove correct, it would mean that the
staining observed in our study might be due not only to tr-kit but also to c-kit, or both.
Further studies will be required to clarify these issues but, nevertheless, our results
remain in agreement with the possibility for tr-kit to be the effective oocyte-activating
sperm factor. In contrast, mouse GNPDA!oscillin does flot fulfill at least two
conditions required for a sperm factor. Its ubiquitous expression in various mouse
tissues, including the oocytes, and its acrosomal localization in the spermatozoon
confirm that GNPDA!oscillin does not play the role of sperm factor at fertilization.
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Figure 1: Representation of the different mouse GNPDAJoscillin cUNA clones
sequenced. The OSC-l (72$ nt.) and OSC-2 (777 nt.) clones were the first obtained by
RT-PCR using testis cDNA with degenerate oligonucleotides. The OSC-3 (1462 nt.)
clone was obtained with a 3’ RACE strategy using testis cDNA. The 5’l and O$C-7
clones (585 nt.) were obtained with a half-nested PCR strategy using a testis cDNA
library. The OSC-5 (1094 nt.) and OSC-6 clones were obtained by regular RT-PCR
using testis cDNA. AIl these clones were sequenced on both strands. The coding region
is represented with broader bars.
1 CTCTACCTCCTCCACCCCCCGCAACCCTCCCAGTCTACCC
102
M K L I I L E H Y S Q A S E W A
41 ATC AAG CTC ATT ATC CTC CAA CAC TAT TCC GAG 0CC AGT GAG TOC CCC
R N R I I Q F N P C P D K Y F T
101 ACC AAC CGT ATC ATC GAG TTT AAC CCA CCC CCT CAC AAG TAC TTC ACC
T C S T P L C C Y Q K L I E Y Y
161 ACT 0GO AGC ACC CCC CTT CCC TOC TAC GAG AAG CTC ATC GAG TAC TAT
L S F Q Y V K T F N M D E Y V C
221 CTG TCC TTT CAR TAT CTC ARA ACC TTC ARC ATG GAC GAG TAT GTG OCT
H P E S Y H S F M W N N F F K H
281 DAt CGA GAG AGT TAC GAC TCC TTC ATC TOC AAT ART TTC TTC ARC GAC
P E N T H I L D G N A A D L Q A
341 CCT CAR ARC ACC GAC ATT TTG GAT CGA ART 0CC OCT GAC CTC GAG 0CC
F E E K I Q A A G C I E L F V G
401 TTT GAG GAG ARC ATC CAC OCT CCC CGA CCC ATC CAR CTC TTT CTC CGA
D G H I A F N E P C S S L V S R
461 GAT GGA GAC ATT CCC TTC ART GAG CGA 0CC TCC AGC CTC CTC TCC ACC
T L A M D T I L A N A R F F D C
521 ACT CTC OCT ATG GAC ACC ATC CTC CCC ARC OCT ACG TTC TTT GAT CCT
V P T M A L T V C V C T V M D A
581 GTG CCC ACC ATC CCC CTC AGA GTC GCC GTC CCC ACT CTC ATG GAT OCT
I L I T G A H K A F A L Y K A I
641 ATC CTC ATC AGA GGC GCT GAC ARG CCC TTC GCT CTC TAC ARA CCC ATC
N H M W T V S A F Q Q H P R T V
701 ARC GAC ATC TOC ACG GTG TCC GCC TTT CAC GAG GAC CCC CGC ACT CTC
E D A T L E L K V K T V K Y F K
761 GAG GAC CCC ACC TTG CAR CTA ARA GTC ARC AGA CTC ARA TAT TTC ARA
V H N K L V D P L Y S I K E K E
821 GTT GAT ARC ARC CTG CTC GAC CCC CTG TAC AGT ATC ARC GAG ARC GAA ATT GAG ARA AGC
Q S A K K P Y S D
881 CAR TCT OCT ARC ARG CGA TAC ACT GAC TAC
911 CCTCTGACCGAGATCCTATTGACTACCTGAGAGCGACACGCACGTCTTTCCCCAAACTCTCTGTAGGAGAGAGACTAGGA
991 TTACTTTTTACTCGACTCTGCCTGCTCGAGATCTGACCCTTCCTATATACATCTTARCGACTTTCCCTATGGACAAGATT
A K Y I
CCC ARG TAT ATT
L G L P
CTC CCC CTC CCC
K N C D
ARC ART CCC GAC
L P R D
CTT CCT CGA GAC
I D I H
ATT GAC ATC GAC
E C D A
GAC TCT GAC CCC
C I G P
CCC ATT CCC CCC
T R V K
ACC CCT CTC ARC
D L A K
CAT CTT CCC ARG
K E V M
ARA GAG GTG ATG
E E C V
GAG GAC CCC CTG
F V C D
TTT CTC TGT GAC
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OCT TTA ATC CTT
I Q K S
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TARCTGACCTATCTCCCCARCTTTCTGCCCCTTTTGATARTCCTTTTGTARCGATCCCAACTCTCCATGACTCACTGTAR
TTATATTCTTCTGCCCCTATGGAGATGGGGAGGACACCCCCGTCGACAACTCCTCTCTGTATGTGTCCTTTTTCTAGAGT
TGGGACCGATTACCCCTTGTCCACTTTCGAGATARCCTTTCTGCAGACTTGAGATCCCCTCTTCTCCGACCCTTCCGACT
GAGAATTTTCATTTTARAGRRTAGACTTCGAGRACTTGRATTATCGACAAGGARCGACCCCTTCCTGCGACARCCARCAA
CCTCCCCGAGAACCCTCTCCCTTGTTCCGATTGTCTCGATTGTCTTTCCTGTTGTCACTAGCTACCCTTTCTGTAAAGAG
CCCTTCTCCCGATGTCCGGCTARGATCCCTTTGAGACCTAAACTCAAAGCTTCCARACCCCAGCCTTCTCTTGTTCTCTC
TCAACATTCCAACARGAGARRRCTGGAAAGCCCTCCTCCCTGAGCTCTGTTTTCCTCAACAGATTCTTAGAGACTCCCTA
GTARGGAGATCCCCGTCGGTGAGAGAGACCCTATGATTTGACTCTTTTTACCCARCGTGCCCAGCTGACATCTCCACATC
GACTCCCACCTTC000TTTATATCCTCTGTCCTCACCATGACAACTARRCCCTTGACCCCCCTCTCCTTGAGGCTCCCTT
TGTCTGAAGCTAGAGCTGCCTATTTCGAGGAGACCTCTTTCACRAGATTCCCCAGGCCCCTCCACAACTACTGTCTTTGG
TACGACCATTTCTTTCTACTTTTTATATGTGATTCTCCTATTCTTCTGTGTTARCCTARTCCATCARTGGACTTCTTAGA
ATCTC
Figure 2: Nucleotide and deduced amino acid sequence of mouse GNPDAIoscilIin.
The 2195 nt. sequenced includes 40 nt. of 5’-untranslated region, 870 nt. of coding
sequence and 1285 nt. of 3’-untranslated region. The ORF starts at position 41 and
encodes a 289 amino acid protein. This sequence has been deposited in the GenBank
Database under the accession number AF160355.
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Figure 3: Sequence alignment 0f ffl0USC GNPDA/oscillin with the hamster and
human GNPDAIoscillins. The mouse sequence is 97% identical to the hamster protein
and 96% identical to the human protein. The «+» and «:» signs represent,
respectively, conservative and non-conservative differences.
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Figure 4 : GNPDAIoscillin mRNA expression in mouse testis. PCR products
obtained from an amplification on mouse testis cDNA with two primer pairs specific for
GNPDA/oscillin (lane 1, 604 nt. and lane 2, 479 nt.), two specific primers for tr-kit (lane
3, 640 nt.) and two specific primers for 13-actin (lane 4, 540 nt.). Lane 5, 6, 7 were
loaded with PCR products obtained from an amplification performed on non reverse
transcribed RNA with GNPDA!oscillin primers pair 1, pair 2 and tr-kit primers,
respectively. Lane M was loaded with a 100 bp ladder.
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Figure 5: GNPDAIoscillin mRNA expression in mouse tissues. PCR products
obtained ftom an amplification using cDNAs from different mouse tissues with primers
specific for GNPDA/oscillin (panel A and B), tr-kit (panel C) and -actin (panel D).
The tissues studied were (lanes 1-9): heart, liver, ovary, lung, spleen, kidney, testis,
thymus and uterus. Proper negative controls (flot shown) did flot reveal any band, as in
fig. 4.
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Figure 6 : GNPDAIoscillin mRNA expression in unfertilized mouse oocytes. PCR
products obtained from two successive amplifications using unfertilized oocyte cDNA
with primers specific for GNPDAJosciIlin (1st run, lane , 2m1 run, lane 4) or primers
specific for f3-actin (1st run, lane 2nd run, lane 6). Lanes 1 and 2 were loaded with
PCR products from an amplification using specific primers for GNPDAIoscillin without
any cDNA (lst and 2nd run respectively). Lane M was Ioaded with a 100 bp DNA ladder.
107
kDa 1 2 3 4 5 6 7 $ 1 2 3 kDa
— 66.2
66.2—
45— —45
31 — :UrIij. — 31
21.5—
-
—21.5
14.4—
—14.4
A ‘
Figure 7: Western blot analysis of mouse GNPDAIoscillin. A) GNPDA!oscillin
expression in different mouse tissues. Each lane was loaded with 50 ig ofprotein from
testis, kidney, spleen, lung, ovary, liver, heart and brain (1-8). B) GNPDAIoscillin
expression in mammalian spermatozoa. Each lane was loaded with 50 tg of protein
from mouse, hamster or human spermatozoa (l-3). Mr of used markers are indicated on
each sides ofthe panel.
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Figure 8: Immunolocahzation of GNPDAJoscillin and tr-kit proteïns in mouse
spermatozoa. (A-C) GNPDA!oscillin was localized in mouse spermatozoa using a
polyclonal antibody and the staining was observed exclusively in the acrosomal region
(B). A staining using the lectin Fisum sativum (C) shows that a sperm without an intact
acrosome, e.g. scored negative with the lectin (arrow), also lacks staining by the
GNPDA/oscillin antibody (arrow, B). lie corresponding phase-contrast image is
shown, with a 10 tm scale bar in (A). (D-F) Tr-kit was localized in sperm with an
affinity-purified polyclonal antibody. Tr-kit is found in the acrosome and connecting
piece region (arrowheads) ofthe sperm (E). A sperm without an intact acrosome (arrow,
F) no longer shows acrosome staining (anow, E) while the staining in the connecting
piece region is maintained (double arrowhead, E). The corresponding phase-contrast
image is shown in (D).
09
s. ,
Figure 9: Immunolocalization of GNPDAIoscillin in hamster and human
spermatozoa. GNPDA/oscillin is found in the equatorial region and at the tip of the
acrosome of hamster sperm (A-B). The staining was performed using a polyclonal
antibody and the corresponding phase contrast image is shown (A, scale bar, 10 im).
GNPDA!oscillin was localized in the equatorial and neck regions of human sperm (D).
The conesponding phase-contrast image is also shown (C, scale bar, 5 tm).
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Abstract
Cyclic AMP (cAMP) and intracellular Ca2 are important second messengers involved
in mammalian follicular growth and oocyte meiotic maturation. We investigated the
capacity ofthe neurohormone serotonin (or 5-hydroxytryptamine, 5-HT) to regulate
intracellular cAMP and Ca2 in mouse oocytes and surrounding cumulus ceils. Based on
a RI-PCR study, 5-HT7 receptor mRNA is expressed in cumulus celis, oocytes and
embryos up to the 4-ceil stage and 5-HT2A and 5-HT23 receptor mRNAs in cumulus celis
only, while 5-HT2, 5-HT4 and 5-HT6 receptors are expressed neither in oocytes nor
cumulus cells. The addition of 5-HT (10 nM-10 iM) to isolated metaphase II oocytes
had no effect on their internai cAMP or Ca2 levels whereas it caused dose-dependent
cAMP and Ca2 increases in cumulus cells. This cAMP increase in cumulus celis could
be mimicked by 5-HT agonists with the following order of potency: 5-HT> 8-OH
DPAT = Œ-methyl-5-HT = 5-CI, thereby supporting a preferential involvement of 5-
HT7 receptors. As measured with cumulus cells pre-loaded with fttra-2-AM, the addition
of 5-HT also caused dose-dependent Ca2 rises, likely linked to detected 5-HT2A and 5-
HT23 receptors. Adding the Ca2 ionophore ionomycin to cumulus cells resulted in both
Ca2 and cAMP elevations whereas preincubation of celis with the Ca2 chelator
BAPTA-AM abolished the 5-HT-induced Ca2 increase and reduced the cAMP rise,
indicating cross-talk between the 5-HT-sensitive Ca2 and cAMP pathways. Our results
show that 5-HT may be a local regulator in mouse cumulus-oocyte complexes through
its actions on cAMP and Ca2 signaling, as mediated by 5-HT2A, 5-HT23 and 5-HI7
receptors.
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Introduction
Cyclic AMP (cAMP) and intracellular Ca2 are involved in several important
reproductive functions in mammals. One role of cAMP, in the mammalian ovary, is the
maintenance ofthe oocytes arrested in prophase I until ovulation. The high intemal
cAMP required for the maintenance of oocyte meiotic arrest appears to be provided, in
part, by granulosa ceils tightly connected to oocytes through gap junctions, allowing free
transfer ofboth cAMP and Ca2 ions (Conti et al., 2002; Webb et aï., 2002a,b). In the
whole follicle, cAMP, along with intracellular Ca2, is also involved in FSH-induced
expressions of P4SOscc, aromatase, and LH receptor in granulosa cells (Gore-Langton
and Armstrong, 1988; Leung and Steele, 1992). LH also promotes cAMP and Ca2
increases in theca cells, leading to CYP liA and CYP 17 gene expressions (Gore
Langton and Armstrong, 198$; Leung and Steele, 1992). At fertilization, the oocyte
undergoes an initial Ca2 increase, followed by periodic oscillations that are essential for
meiosis reinitiation, cortical granule exocytosis and proper embryo development (Kline
and Kline, 1992; Lawrence et aï., 199$). Thus, cAMP and Ca2 signaling is required not
only for various functions within both oocytes and their surrounding granulosa ceils, but
also for their intimate coordination one with the other. Despite this central role of Ca2
and cAMP, littie is known about their upstream regulation by potential ligands and
receptors, to be identified, that might influence their cellular levels.
One such potential ligand is serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT), whose action is
well-known as a regulator of spawning and oocyte maturation in several invertebrates
(Colas and Dubé, 199$; Stricker and Smythe, 2000) and also offollicular growth in
fishes (Cerda et aï., 199$), but whose potential functions in mammalian reproductive
tissues, through Ca2 and cAMP signaling, are poorly documented. Among the
indications that 5-HT might be such a local regulator is its detection in female rodent
genital tracts (Amenta et al., 1992) and in human follicular fluid (Bodis et aï., 1993).
Moreover, 5-HT has also been recently reported in isolated mouse oocytes and embryos
(likova et aï., 2004; Amireault and Dubé, 2005) as well as in surrounding cumulus celis
that also possess the rate-limiting enzyme tryptophan hydroxylase (TPH1) for 5-HT
production, thus making these ceils a potential immediate direct source of 5-HT
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(Amireault and Dubé, 2005). Also, in vitro, 5-HT promotes estradiol secretion by rat
(Tanaka et al., 1993) and hamster (Terranova et al., 1990) pre-ovulatory follicles, and
progesterone secretion by cultured bovine luteal ceils (Battista et al., 1987). finally, it
was also shown that an antidepressant-sensitive specffic 5-HT transporter was active in
mouse oocytes and embryos to accumulate extemal 5-HT (Amireault and Dubé, 2005).
Ail these observations suggest the existence of a local and functional serotonergic
network in reproductive tissues in general, and in mouse cumulus-oocyte complexes, in
particular. A proper identification of the specific 5-HT receptors involved in the
regulation of this serotonergic network remains however to be established.
Mammalian 5-HT receptors are divided into seven subfamilies (5-HT17) sharing
common sequences, pharmacological properties and signaling pathways, and most of
them are G-protein-coupled receptors (GPCR) regulating cAMP or intracellular Ca2.
for example, 5-HT1 receptors are coupled preferentially to G,0 to inhibit cAMP
formation (Bames and Sharp, 1999) while 5-HT4, 5-HT6 and 5-HT7 receptors are
coupled to G and, hence, positively regulate adenylate cyclase, causing cAMP increases
when activated (Hamblin et al., 199$). 5-HT2 receptors are coupled to Gq and linked to
phospholipase C, thus mobilizing intracellular Ca2 (Roth et al., 1998). Only a few of
these 5-HT receptor subtypes have been reported in mainmalian reproductive tissues and
cells. first, the 5-HT7 receptor was detected in cultured human granulosa-lutein cells
(Graveleau et al., 2000) in which 5-HT promotes the expected cAMP elevation. Also, in
• 2+isolated metaphase II hamster oocytes, 5-HT induces intracellular Ca oscillations
sensitive to 5-HT2 antagonists (Miyazaki et al., 1990), suggesting the presence of this
receptor type in oocytes. Moreover, a polymerase chain reaction-serial analysis of gene
expression (PCR-SAGE) study reported the expression of 5-HT2A receptor mRNA in
human oocytes (Neilson et al., 2000) and an RT-PCR analysis suggested the expression
of 5-HT1D receptor mRNA in mouse oocytes and embryos (Vesela et al., 2003).
Ail these findings support an involvement of 5-HT and some of its receptors in
various key processes in oocytes and surrounding cells, likely to involve cAMP andlor
2+ • • • • 2+Ca signahng. We, therefore, decided to clarify the effects of 5-HT on cAMP and Ca
leveis in mouse oocytes and cumulus cells, as well as to identif’ the 5-HT receptors
116
regulating these effects, with special attention given to those two Gq and G subtypes, 5-
HT2 and 5-HT7, previously detected in other mammalian reproductive tissues or ceils.
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Material and methods
Oocyte and embryo collection
Fully-grown germinal vesicle stage oocytes, ovulated metaphase II oocytes and pre
implantation embryos at various stages were obtained from 3-4-week-old female
B6C3f 1 mice (Charles River) afier standard gonadotropin injection. For germinal
vesicle stage oocytes, the mice were primed with 5 lU ofpregnant mare’s semm
(Sigma), and cumulus-enclosed, fully-grown oocytes were collected 46-4$ h later, by
puncturing ofthe antral follicles with a 30-gauge needle under a dissecting microscope,
in M2 medium containing 100 jiM 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX). When needed,
the cumulus cells were removed by repeated pipetting with a small bore pipette. For
metaphase II arrested eggs, the mice were primed with 5 lU ofpregnant mare’s semm,
followed (44-4$ h later) by a 5 lU human chorionic gonadotropin (pregnyl-hCG,
Organon Canada) injection, and cumulus-enclosed eggs (COC-metaphase II) were
collected from the oviduct 1$-20 h later in M2 medium. When needed, the cumulus
cells were dispersed in M2 medium containing 10 mg/ml bovine testis hyaluronidase
(Sigma), and the eggs were washed and collected in M2 medium. For embryos, female
mice were submitted to the gonadotropin protocol and were allowed to mate with a male
the night afier the second injection. Embiyos were collected by flushing, with M2
medium, the oviducts or uteri with a 30-gauge needle mounted on a syringe. The timing
ofembiyo collection was as follows: 1-ceil, 19 h post-hCG; 2-cell, 43 h; 4-cell, 50 h; 8-
cell, 67 h; morula, 74 h; early blastocysts, 91 h.
mRNA isolation and reverse transcription (RT)-PCR
Collected cells were incubated in acidic Tyrode’s solution (Sigma) to remove the zona
pellucida of germinal vesicle oocytes, metaphase II eggs, and 1 -celi embryos. The cells
were kept in a minimum of M2 medium at -80°C until mRNA isolation. mRNAs of 10
oocytes, 10 embryos or cumulus celis from 30-50 COC-metaphase II were isolated
according to the micro-scale protocol with the Dynabeads mRNA Direct kit (Dynal).
The mRNAs were reverse transcribed using Superscript II enzyme (Gibco BRL) in a 20
1iL reaction at 42°C, for 45 mm, to construct a cDNA library immobilized on beads,
‘1$
following the manufacturer’s specifications. The first PCR run (50 pL) was performed
on cDNA beads in suspension. The PCR program, of 26 cycles with a hot start,
consisted of denaturation of 90 sec at 95°C, primer annealing of 90 sec at 65°C (5-HT7
and 5-HT2A) or 60°C (5-HT23, 5-HT2c, 5-HT4 and 5-HT6), and primer extension of 90
sec at 72°C (last primer extension of 15 mm). The second PCR run was performed with
1/10 ofa 1iL ofproducts from the first amplification and the same PCR program (2$
cycles). For 5-HT7, 2 pairs ofprimers in a nested PCR strategy produced final
amplicons of 174 bp (5HT7a), 179 bp (5-HT7b) or 272 bp (5-HT7). The primers were:
1st forward 5’-cagccaaacacaagttctcag-3’, 1st reverse 5’-cccctgttctgcattacttctt-3’,
forward 5’ -tccagtgccagtaccggaatatcaac-3’ and 2nd reverse 5’ -tacttcttctccagggttccgctct-3’.
For 5-HT2A, 2 pairs ofprimers were used in a nested PCR strategy to produce amplicons
of 627 bp (forward 5’-tcttctccacggcatccatcatgcac-3’ and reverse 5’-
caaacacaftgagcagggctccaatgac-3’) and 419 bp (forward 5’-accatagccgcttcaactccagaacc-
3’ and reverse 5’-tgcttfflgctcattgctgatggactgc-3’). For 5-HT2B, 2 pairs ofprimers were
used in a nested PCR strategy to produce amplicons of 67$ bp (forward 5’-
tgtctgaacaaagcacaacttctgagc-3’ and reverse 5’ -ccatgatggtgagaggtacgaagaaag-3’) and 451
bp (forward 5’-actcagtagcagaggaaatgaagcaga-3’ and reverse 5’-
gcgatgcctattgaaattaaccatacc-3’). For 5-HT2c, 2 pairs ofprimers were used in a nested
PCR strategy to produce amplicons of 65$ bp (forward 5’-gcagtacgtaatcctattgagcatagcc-
3’ and reverse 5’ -ttttgttgaagagagtgtacaccagagg-3’) and 411 bp (forward 5’-
ttcttcatcccgttgacaattatgg-3’ and reverse 5’-cacatagccaatccaaacaaacaca-3’). For 5-HT4, 2
pairs of primers were used in a nested PCR strategy to produce amplicons of 649 bp
(forward 5’ -ctaatgtgagttccaacgagggfflc-3’ and reverse 5’ -tgctccttagcagtgacatagattcg-3’)
and 512 bp (forward 5’ -gttccttgcagtggttatcctgatg-3’ and reverse 5’-
tgatagcatagggcttgttgaccat-3’). For 5-HT6, 2 pairs ofprimers were used in a nested PCR
strategy to produce amplicons of 790 bp (forward S ‘-caacacgtctaacttcttcctggtgt-3’ and
reverse 5’-gatgatagggttcatggtgctattacag-3’) and 454 bp (forward 5’-
ctaacttcttcctggtgtcgctcttc-3’ and reverse 5 ‘-aagatcctgcagtaggtgaagcagat-3’). Primers for
f3-actin as positive controls yielded 540-hp (forward 5’-gtgggccgctctaggcaccaa-3’ and
reverse 5’-ctctftgatgtcacgcacgafttc-3’) and 277-bp (forward 5’-
tgtgatggtgggaatgggtcagaaggac-3’ and reverse 5’ -tacgtacatggctggggtgttgaagg-3’)
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amplicons. 25 L of each reaction was loaded on agarose gel stained with ethidium
bromide. Each amplification was executed at least 3 times, yielding similar resuits. Ail
PCR products obtained were cloned in pCRII (Invitrogen) and sequenced on both
strands, using the Université Laval sequencing service to confirm the sequence.
Indirect immunofluorescence confocal microscopy for 5-HT7 and 5-HT2A detection
Oocytes and embryos were collected and treated as described above, then fixed in
fresh paraformaldehyde 4% for 30 min at room temperature. They were washed 3 times
for 5 min in Dulbecco’s phosphate-buffered saline (D-PBS), before a 1-h blocking step
in D-PB$/milk 5%/Triton 0.5%/normal goat serum (NGS) 5%. They were next
incubated ovemight at 4°C with a primary antibody in D-PBS/milk l%/Triton
0.1%/NGS 1%. Afler 3 washes in D-PBS, they were incubated for 1 h at room
temperature in a Cy-3-conjugated goat anti-rabbit antibody (1/2,000, Jackson
Immunoresearch), and washed 3 times in D-PB$. Finally, metaphase II arrested eggs,
COC-metaphase II, cumulus cells and 4-celi embryos were rnounted with Fluoromount
(Electron Microscopy System), and blastocysts were mounted with 50% glycerol in D
PBS. Images were collected with a 63X11 .4 ou DIC plan-apochromat objective and a
Zeiss Axiovert 100M microscope coupled with the LSM5 10 system.
For 5-HT7, a rabbit anti-rat antibody directed against amino acids 8-23 (Oncogene)
and diluted 1/200 served as primary antibody. For 5-HT2A, a rabbit anti-rat antibody
directed against amino acids 22-4 1 (Oncogene) was diluted 1/150. Controls without the
first antibody were also included for each celi type tested.
Western blotting
For each detection of 5-HT2A and 5-HT7, approximately 300 and 500 oocytes,
respectively, and corresponding surrounding cumulus celis were lysed in 30 tL of 0.5%
sodium dodecyl sulphate (SDS) and kept at -80°C until electrophoresis. The frozen
samples were diluted in 4X sample buffer, loaded on 7.5% SDS-polyacrylamide gel, run
at 200 V for 45 min and transferred to a polyvinylidene difluoride membrane. The
membrane was blocked with 5% milk and 0.1% Tween 20 in D-PBS for 1 h at room
temperature before ovemight incubation at 4°C, in fresh blocking solution containing the
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appropriate diluted flrst antibody. The membrane was then washed 3 times in 0.1%
Tween 20 in D-PBS and incubated in fresh blocking solution containing the appropriate
diluted second antibody. finally, the membrane was washed several times in 0.1%
Tween 20 in D-PB$ before the detection protocol, using the enhanced
cherniluminescence plus assay kit (Amersham). The same 5-HT7 (1/500) and 5-HT2A
(1/500) antibodies as for indirect immunofluorescence detection were deployed for
Western blotting with a goat anti-rabbit-horse radish peroxydase secondary antibody
(1/20,000, Bio-Rad).
cAMP extraction and measurement after celi treatments
Groups of 10 COC-metaphase II or 50 metaphase II oocytes were collected, as
described above, and treated for 5 min in small Petri dishes containing a drop ofMl6
medium supplemented with 200 1iM IBMX, under paraffin ou, in a humidified chamber
at 37°C and 5% C02. Stock solutions of 10 mlvi 5-carboxamidotryptamine maleate (5-
CT, Tocris), 5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex (5-HT, Sigma), 8-hydroxy-
2-(di-n-propylamino) tetralin (8-OH DPAT, Tocris) or Œ-methyl 5-HT maleate (tx
methyl-5-HT, Tocris) were prepared at 10 mM in 1120 and kept in aliquots at -20°C.
Stock solutions of 2-[1-(4-piperonyÏ) piperazinyl] benzothiazole (PPB, Tocris) at 10 mM
in DM$O, forskolin at 10 mM in DMSO, BAPTA AM (Molecular Probes) at 20 mM in
DMSO and ionomycin (Sigma) at 1 mM in ethanol were also prepared and kept the
same way. One 10 mM aliquot of the appropriate drug was thawed and diluted before
each experiment. In the BAPTA-containing conditions, groups of ceils were incubated
in M16 medium containing 50 tM BAPTA AM and 0.02% Pluronic F-127 (Molecular
Probes) for 30 mm, under paraffin ou, in a humidified chamber at 37°C and 5% CO2
before the 5-min treatment. Treatments were stopped by transfer of the cells, with a
minimum of medium, to a new tube and its immersion in liquid nitrogen. The ceils were
kept at -80°C until cAMP extraction. frozen ceils were thawed and ftozen in liquid
nitrogen 2 more times to ensure complete lysis ofthe cells. Then, 100 i.iL of cold 95%
ethanol 0.1% trichloroacetic acid was added to cadi tube, and the cells were centifuged
at 3,000 rpm for 10 min at 4°C. The supernatant was evaporated, and the remaining
pellet was resuspended in 50 1.iL of assay buffer (cAMP Biotrak enzyme immunoassay
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system kit, Amersham Biosciences). cAMP was measured according to the acetylation
procedure described in the manufacturer’s bookiet.
Intracellular Ca2 measurement in oocytes and cumulus celis
For cumulus ceil Ca2 measurements, COC-metaphase II were collected, as described
above, and incubated in M2 medium containing 5 pM fura-2-AM and 0.02% Pluronic F-
127 for 25 min at 37°C. Afier 3 washes in M2 medium, the COCs were transferred into
a 1 00-.tl plastic chamber, containing M2 medium supplemented with 10 mg!ml bovine
testis hyaluronidase, on a poly-lysine coverslip installed on the stage of an inverted
microscope (Diaphot, Nikon). Afier a few minutes to allow dispersion ofthe cumulus
ceils and their adherence to the coverslip, the chamber was perfused (5 ml! mm) with
M2 medium until a stable baseline signal was obtained. M2 medium or M2 medium
containing 10 nM, 100 nM, 1 iM 5-HT or 200 iM ATP, maintained at 37°C was
perfused at a rate of 5m1-min throughout each experiment. For metaphase II oocyte
measurements, oocytes without zona pellucida were prepared like cumulus cells but for
the hyaluronidase-containing step. Fluorescence signals were obtained from a
fluorescence lamp coupled to a high speed filter changer (Lambda DG-4, Sutter
Instrument Company) and a refrigerated CCD Camera (Photometrics Cool $NAP HQ,
Roper Scientific). Excitation wavelenghts were 340 and 380 nm, and fluorescence
emission was measured at 510 nm. The collected data were then analysed by Metaftuor
program 6.1 (Universal Imaging Corporation).
Statistical analysis
The results of cAMP measurement are expressed as means ± SEM. Each experiment
was performed at least 3 times in duplicate. Statistically significant differences between
group means and the control mean were analysed by unpaired Student’s t test.
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Resutts
Expression of 5-HT2A and 5-HT7 receptor mRNAs in COCs and embryos
Adopting a nested RT-PCR strategy with oligonucleotides flanking intron sequences
and specific for mouse 5-HT7 mRNA, we detected a band ofthe proper size in
preparations from the ovary, cumulus ceils, germinal vesicle stage oocytes, metaphase II
oocytes, 1-ceil embryos, 2-celi embryos and 4-ceil embryos, but flot in $-cell embryos,
morula and blastocysts (Fig. lA, upper panel). Taking a similar RT-PCR approach for
5-HT2A mRNA, an ampHfied band ofthe expected size (confirmed by sequencing), was
detected in mRNA preparations of ovary and cumulus ceils, but flot in oocytes or pre
implantation embiyos ofany developmental stage (Fig. lA, middle panel).
In addition to the known mouse 5-HT7 sequence, to which our band (called a) was
identical (as verified by sequencing), we detected 2 additional isoforms (herein called
isoforms b and c, sequences deposited in GenBank #AY450670 and AY450671) that
had flot been described previously for the mouse, but are homologous to rat isoforms b
and e, known to resuit from alternative spiicing (Heidmanri et al., 1997). Mouse isoform
a mRNA disappears by the $-cell stage, whereas isoforms b and e disappear sooner, by
the 4-ceil and 2-celI stages respectively (Fig. lA, upper panel).
Figure 1 B compares the deduced C-terminal amino acid sequence of mouse, rat and
human 5-HT7 receptor isoforms. As already described, mouse and rat isoforms a are
identical in their C-terminal region while human isoform a differs for 5 amino acids
(fig. 13, underlined). The isoform b that we identified in the mouse is identical to rat
isoform b and differs only by 1 amino acid from the human sequence. For the last
isoform, the C-terminal tail following the alternative splicing site differs between rats
(isoform e) and humans ( isoform d) and yields 2 different C-terminal sequences with no
homology. The sequencing of this last isoform in the mouse showed that the mouse
expresses an isoform e which differs only for 6 amino acids compared to the rat. As
with rat isoform e, mouse isoform e bas no homology with human isoform d (Fig. lB).
123
Expression of 5-HT2B, 5-HT2c, 5-HT4 and 5-HT6 receptor mRNAs in metaphase II
oocytes and cumulus cells
A similar nested RT-PCR strategy was also conducted to verify the mRNA expression
ofthe other Gq-coupled receptor subtypes, 5-HT2B and 5-HT2c, and G-coupled receptor
subtypes 5-HT4 and 5-HT6. None ofthese receptors could be detected in metaphase II
oocytes (fig. 2, lane 1). In cumulus ce!! preparations, the 5-HT2B receptor mRNA could
be detected but flot the 5-HT2c, 5-HT4 or 5-HT6 receptor mRNAs (fig. 2, lane 2).
Appropriate positive and negative controls were also conducted with, respectively, brain
preparations (fig. 2, lane 3) and preparations without cDNAs for each receptor (Fig. 2,
lane 4).
Expression of 5-HT2A and 5-HT7 receptor proteins in COCs and embryos
In addition to 5-HT7 and 5-HT2A mRNAs, we verified the presence of corresponding
proteins by Western blotting and indirect immunofluorescence microscopy, utilizing
specific antibodies for each receptor. f igure 3 depicts the positive detection ofboth
receptors, at expected size ranges, with a common hand (53 kDa) for 5-HT7 in cumulus
celis and isolated oocytes (fig. 3A), and a doublet of hands (5 1-63 kDa) for 5-HT2A in
cumulus ceils but flot in oocytes (Fig. 3B). With the same antibodies under indirect
immunofluorescence microscopy, COCs exhibited strong 5 -HT2A-associated peripheral
immunoreactivity in cumulus cells (Fig. 4A-A’), but no staining of enclosed or isolated
oocytes (Fig. 4A-A’ and 4B-B’), 4-ce!! embryos (Fig. 4C-C’) or blastocysts (data not
presented). No ce!! labeling was found when the anti-5-HT2A antibody had been
previously depleted by pre-incubation with a 5-HT2A blocking peptide or when only a
secondary antibody was used (data flot shown). In contrast, 5-HT7-associated
immunoreactivity in COCs revealed strong oocyte labeling compared to weaker labeling
at the periphery of cumulus cells (Fig. SA-A’). Isolated oocytes also showed strong
immunoreactive 5-HT7-labeling (fig. 5B-B’). In 4-ceil embryos, in which 5-HT7
mRNA was at the limit of detection, we could stil! identify strong immunoreactivity
associated with each blastomere (f ig. 5C-C’), whereas blastocysts, in agreement with
our RT-PCR detecting no 5-HT7 mRNA, did flot display any labeling with the anti-5-
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HT7 antibody (data flot presented). In controls, no labeling of any ceil type was seen
when the first antibody was omitted (data flot reported).
Serotonin- and agonist-induced cAMP elevation in COCs
Since the 5-HT7 receptor is known to be coupled to a rise of cAMP through G (Shen
et al., 1993), we measured cAMP levels of COCs and metaphase II oocytes afier 5-HT
treatments. COCs were treated for 5 min with different concentrations of 5-HT in M2
medium containing IBMX to inhibit endogenous phosphodiesterases. Treatments of
COCs with 10 nM or 100 nM 5-HT produced, respectively, 19% and 29% rises in their
cAMP content, but these differences were flot statistically significant (fig. 6A). Higher
doses of 1 tM and 10 jiM 5-HT resulted in significant increases of 67% (p<O.Ol) and
79% (p<0.001). Incubating isolated oocytes in M2 medium containing 1 iM or 10 iM
5-HT did flot affect their cAMP content while incubation in 10 jiM forskolin resulted in
a robust elevation ofnearly 300% (Fig. 6B). Since 5-HT failed to raise the cAMP
content of isolated oocytes, the cAMP increase observed in COCs is likely attributable
to cumulus cells through activation of one or multiple 5-HT receptors.
We thus decided to test the effect of different agonists on the cAMP content of COCs,
targeting G-coup1ed 5-HT4, 5-HT6 and 5-HT7 receptors. We first used 5-CT, which has
mixed 5-HT6 and 5-HT7 affinities (Kohen et al., 1996; Shen et al., 1993). Exposure to 1
or 10 1iM 5-CT increased the cAMP content of COCs by 12% and 30%,
respectively, with only the 10-.iM dose yielding a significant increment (p<O.Ol, Fig.
7A). With 1 or 10 jiM 8-OH DPAT, a 5-HTIA and 5-HT7 agonist (Stam et al., 1992),
the cAMP content of COCs rose by 18% and 36% (p<0.05), respectively (Fig. 7B).
Next, 1 iM or 10 tM PPB, a 5-HT4 agonist (Ramirez et al., 1997), did not significantly
elevate the cAMP content of COCs (Fig. 7C). Finally, since cumulus cells also express
5-HT2A and 5-HT2B receptors, the 5-HT2 agonist u-methyl-5-HT (Baxter et al., 1995)
was tested and induced increases in cAMP of 13% (1 tM) and 34% (10 jiM, p<O.Ol)
(Fig. 7D). The estimated order ofpotency was thus 5-HT> 8-OH DPAT = a-methyl-5-
HT = 5-CT> PPB, which exciudes the possibility ofa 5-HT4 receptor and strongly
suggests the involvement ofthe 5-HT7 receptor, since 2-OH DPAT was able to evoke a
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cAMP rise, in agreement with our RT-PCR study in which the only G-coupled receptor
mRNA detected was the 5-HT7 receptor (Figs. 1-2).
Serotonin-induced Ca2 risc in COCs
Expression ofthe 5-HT2A and 5-HT2B receptor in cumulus cells lcd us to investigate
the effect of 5-HT on the Ca2 level of cumulus ceils, since these receptors are known to
be coupled to an increase in intracellular Ca2 through Gq in other ceil types. Dispersed
cumulus ceils were constantly perfused for the duration ofthe recording and, when
adding 1 jiM 5-HT, an increment of intracellular Ca2 was detected in 56% ofthe celis
(Fig. $A, Table 1). At the end of each experiment, the celis were perfused with 200 iM
ATP, and a strong Ca2 increase was observed in 92% ofthem. This provided a positive
control, since it is known that cumulus celis express a P2Y2 receptor whose activation
resuits in Ca2 increases (Webb et al., 2002a). Intracellular Ca2 chelation with 50 jiM
BAPTA-AM before the 5-HT perfusion completely blocked the Ca2 rise (Fig. 8D).
Table 1 summarizes the characteristics ofthe 5-HT responses observed including the
dose-response effect of 5-HT on the amplitude ofthe Ca2 elevation (positive
coi-relation: R2=0,08 1 and P<0,000 1), the percentage of reacting cells, and the effect of a
BAPTA pre-incubation. The time delay of this Ca2 increase was relatively short,
occuning always within the first 12 sec of perfusion with the 5-HT-containing solution.
When a sharp spike was observed, it Ïasted for 20-25 sec, and a long recovery time of
approximately 60 sec was needed to retum to the original Ca2 level. Experiments
canied out with 100 nM or 10 nM 5-HT resulted in lower Ca2 rises, but the time delay
ofthe response, the duration ofthe peak and recovery time were similar to the 1 p.M
dose response (Fig. $B and 8C respectively). 5-HT at 1 nM was also tested but clear
Ca2 rises were not detectable over the background (data not shown) and the 10 nM dose
was considered the critical minimum concentration. It has been reported previously that,
in hamster oocytes, 5-HT triggers Ca2 increases that are sensitive to 5-HT2 antagonists
(Miyazaki et al., 1990). Even though we did not detect any 5-HT2 receptor in mouse
oocytes, we decided to investigate the effect of 5-HT on the Ca2 level of mouse
oocytes. Perfusion with 10 1iM 5-HT failed to elicit any Ca2 upsurge (0/7, Table 1)
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even though these oocytes could respond to a 100 tM carbachol dose as a positive
control (7/7).
Cross-talk between Ca2 and cAMP in COCs
Finally, since 5-HT regulates the cAMP and calcium levels of cumulus ceils, we
decided to investigate possible cross-talk between these 2 signaling pathways. When
COCs were exposed to 5 iM ionomycin for 5 min to raise intracellular Ca2, a 280%
increase in their cAMP content was observed, indicating that solely augmenting
intracellular Ca2 somehow activated endogenous adenylate cyclase, resulting in
elevated cAMP (Fig. 9A). This cAMP increment could be prevented by pre-incubation
in the presence of BAPTA, confirming the Ca2tspecificity of this ionomycin-induced
cAMP rise. We further evaluated whether ionomycin could increase the cAMP level of
isolated oocytes. Figure 9B shows that the oocyte cAMP level is flot affected by
ionomycin, suggesting that the cAMP elevation in COCs is, in this condition, again
attributable only to cumulus cells. When COCs were incubated in the presence of
BAPTA before the 5-HT addition, the cAMP increment was limited to 36% (p<0.01 vs
control) rather than 60% (p<O.001 vs control), but the difference between the 2
conditions was not statistically significant (Fig. 9A). Taken altogether, these results
suggest that when COCs were incubated in the presence of BAPTA, the cAMP rise
induced by 5-HT was somewhat lower but still significant over untreated control cells
(Fig. 9A). Part ofthe cAMP increase induced by 5-HT in cumulus celis could thus be
due to an augmentation of intracellular Ca2. However, intracellular Ca2 chelation does
not preclude part ofthe 5-HT-induced rise in cAMP which, expectedly, is largely Ca2-
independent.
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Discussion
The present work extends our previous demonstration of a local serotonergic network
in mouse cumulus-oocyte complexes and early embryos, including the presence of 5-HT
itself, ofthe 5-HT synthesizing enzyme TPH1 in cumulus cells, and a 5-HT-specific
uptake driven by a classical antidepressant-sensitive transporter within oocytes and
embryos (Amireault and Dubé, 2005). We further show here that 5-HT might exert its
local effect through 5-HT2A, 5-HT2B and 5-HT7 receptors in cumulus cells, oocytes and
embiyos, and that 5-HT affects intracellular Ca2 and cAMP in cumulus celis as
expected from the activation ofthese identified receptors. Our work therefore
completes the panel of required components for a local functional serotonergic network
and confirms or extends scattered reports involving 5-HT in reproductive tissues or ceils.
We have thus shown that 5-HT induces a dose-dependent increase of cAMP in mouse
cumulus ceils most likely through a 5-HT7 receptor. This supports the previous
demonstration that 5-HT could elevate the cAMP content ofhuman granulosa-lutein
ceils in culture, and their progesterone secretion, through activation of a 5-HT7 receptor
(Graveleau et al., 2000). The expression of a 5-HT7 receptor in these closely-related cell
types, from two species, suggests that it might be universally expressed in mammalian
follicles. Cyclic AMP in granulosa celis is already known to transduce the effects of
FSH and LH and, thus, turns on multiple distinct pathways, depending on the
maturational stage ofthe follicle (Conti, 2002). Our present work adds 5-HT as a new
potential intermediate in these processes tumed on by cAMP. Our pharmacological and
molecular studies further confirm this assumption, since 5-CT and 8-OH DPAT, both 5-
HT7 agonists, could increase the cAMP content of cumulus cells while 5-HT4 and 5-HT6
receptor mRNAs could flot be detected in these cells.
We detected both mRNA and protein ofthe 5-HT7 receptor ftom germinal vesicle
stage oocytes to 4-celi embryos. However, afier adding 5-HT to isolated metaphase II
oocytes, in contrast to cumulus celis, none of the expected cAMP increment was
detectable, suggesting little if any activity ofthe 5-HT7 receptor at this specific stage
which also shows intemal rather than peripheral receptor immunostaining, a condition
already reported for inactive and intemalized 5-HT7 receptor in rat brain (Muneoka and
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Takigawa, 2003). Stili, it remains possible that an oocyte 5-HT7 receptor might be
active at earlier maturational stages when a tighter communication network with
surrounding ceils is most necessary to further oocyte progression. In this respect, recent
evidence indicates that active maintenance of oocytes in prophase I, before ovulation,
requires high cAMP, a tight communication with somatic ceils, and constant G protein
activity in mouse oocytes (Mehimanu et aï., 2002; Kalinowski et al., 2004). This
constant G protein activity was shown to rely on the orphan GPR3 receptor since most
oocytes (‘—90%) from Gpr3 knockout mice resume meiosis prematurely within antral
follicles (Mehlmann et aï., 2004). If an additional oocyte G-1inked receptor was
participating in the maintenance of meiotic anest, as suggested by these authors
(Mehlmann et aï., 2004), at similar or more likely earlier follicular stages, then the G
linked 5-HT7 receptor reported here would be a candidate fulfihling some ofthe expected
attributes with its ligand, 5-HT, being produced by neighbouring somatic celis
(Amireault and Dubé, 2005). Altematively, whether the 5-HT7 receptor becomes
functional at later stages, e.g. in cleavage-stage embiyos, remains to be established. In
this respect, it is noteworthy that 5-HT antagonists were reported to block or inhibit the
progression of early cleavage divisions while 5-HT prevents this effect (Buznikov et al.,
1996) whereas other studies reported a negative effect on later blastocyst formation
following exposure to 5-HT (I11’kova et al., 2004) or to the agonist sumatriptan (Vesela
et aï., 2003). Along this une, interestingly, we detected three distinct 5-HT7 receptor
isoforms in mouse oocytes and embryos that appear to be homologous to known rat
(a,b,c) or human (a,b) isoforms (Heidmann et al., 1997). While these three isoforms
were flot found to differ significantly one with another in their pharmacological
properties or functions (Heidmann et al., 1998), their respective abundance observed in
various tissues in the rat (most abundant a, then b, then c isoform) seems conserved for
mouse oocytes and embryos, with the sequential disappearance ofthe isoforms (c, b,
then a), in our RT-PCR study, possihly reflecting an earlier decline, below a detectable
threshold level, of the least expressed isoforms in 2-celi and 4-ceil embryos. Therefore,
the reported serotonergic effects at the blastocyst stage are unlikely to be linked to the 5-
HT7 receptor whose mRNA has long disappeared by that time but could be due, as
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suggested, to a 5-HTID receptor whose effective expression would however require
additional confirmation (Vesela et al., 2003).
One surprising finding in cumulus celis was that the 5-HT2 agonist Œ-methyl-5-HT
could also increase their cAMP content. However, this Œ-methyl-5-HT-induced cAMP
rise might involve the observed cross-talk between Ca2 and cAMP signaling in these
ceils. Indeed, the large increment of cAMP seen afier ionomycin treatment of cumulus
ceils in COCs. and blocked by BAPTA, reveals a Ca2-sensitive effect on cAMP Ïevels.
An elevation of intracellular Ca2 could lead to such a cAMP increase through activation
ofcalmodulin-sensitive adenylate cyclase isoforms I and VIII (Taussig and
Zimmermann, 199$). These adenylate cyclases have neyer been reported in mouse
cumulus celis, but they are expressed in human granulosa celis (Asboth et al., 2001), and
could link an Œ-methyl-5-HT-induced Ca2 rise, through a 5-HT2 receptor, to increased
cAMP. Also, part ofthe 5-HT-evoked cAMP elevation in cumulus celis could be
mediated by this Ca2 increment since BAPTA-pretreated cells showed a smaller rise in
cAMP afier 5-HT addition.
We investigated the presence of 5-HT2ABc receptors in oocytes, embryos and cumulus
ceils because ofthe known capacity of 5-HT to cause Ca2 increases in hamster oocytes
(Miyazaki et al., 1990; Fujiwara et al., 1993). Our various data clearly establish that
none ofthe 5-HT2 receptors is expressed in oocytes in agreement with the fact that their
Ca2 level is 5-HT-insensitive in the mouse, in contrast to the hamster tour data flot
shown, and S. Miyazaki, personal communication). Therefore, a species difference
exists between the mouse and hamster that presumably reflects a differential expression
ofthe 5-HT2 and/or 5-HT7 receptors in mammalian oocytes. Indeed, we have detected,
by RT-PCR, 5-HT2A mRNA, but not 5-HT7 mRNA, in hamster metaphase II oocytes
whereas hamster cumulus ceils express both subtypes as in the mouse (golden hamster
5-HT2A and 5-HT7 receptor cDNAs were cloned and sequenced, see GenBank, accession
numbers DQ01567$ and DQ015679, Amireault and Dubé, unpublished results). This
explains the observed Ca2-mobi1izing effect of 5-HT in hamster but not mouse oocytes
and, additionally, underscores the possibility of species differences in the type(s) of 5-
HT receptors expressed in oocytes from diverse mammalian species. This also lends
support to the possibility that human oocytes might indeed express a 5-HT2A receptor as
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suggested by the detection of a 5-HT2A-specific expressed sequence tag (EST, Neilson et
al., 2000).
On the other hand, the expression ofthe 5-HT2A and 5-HT28 receptor in cumulus ceils
reveals that these receptors could be involved in follicle growth and steroidogenesis.
Indeed, 5-HT bas been demonstrated to stimulate estradiol secretion in rat pre-ovulatory
follicles, and this could be inhibited by ketanserin, a preferential 5-HT2A antagonist
(Tanaka et al., 1993). Also, 5-HT2A receptor densities increase in the rat forebrain at the
time of the spontaneous estrogen-induced LH surge, cornpared to diestrous females
(Sumner and fink, 1997), while ovariectomy reduces 5-HT2A receptor mRNA and
protein in the rat frontal cortex (Bethea et al., 199$). Thus, 5-HT2A receptors expressed
in cumulus celis could promote steroidogenesis and could be regulated by steroids in a
feedback loop, leading to coordinated follicle maturation. It seems likely that the Ca2
responses of cumulus celis to 5-HT are largely mediated by a 5-HT2 receptor.
Preliminary experiments showing that Œ-methyl-5-HT, an agonist for 5-HT2ABc
receptors (Baxter et al., 1995) can induce calcium responses in cumulus celis further
confirm this assumption (data not shown). Our RT-PCR analysis, showing the
expression of both 5-HT2A and 5-HT2B receptor, but not ofthe 5-HT2c receptor, makes
these two receptors likely candidates to generate the observed Ca2 responses in cumulus
cells. However, 5-HT can also evoke Ca2 rises in HEK 293 ceils transfected with the
5-HT7 receptor (Baker et al., 199$). Hence, the activation of ail three 5-HT receptors
expressed by cumulus celis could generate, at least in part, the observed Ca2 responses
afier 5-HT addition, even though this is not supported by the lack of effect of 8-OH
DPAT on their Ca2 levels (data not shown). The expression of 5-HT2A, 5-HT23 and 5-
HT7 receptors that we report here does not exciude the potential expression of other 5-
HT receptor subtypes in both oocytes and cumulus cells, other than the 5-HT2c, 5-HT4
and 5-HT6 receptors flot detected here, with possible species differences, as mentioned
earlier. Further investigations on this local ovarian serotonergic network should
therefore include a more thorough survey of other potential 5-HT receptors that might be
expressed, along with pharmacological analyses that are however hindered by the
heterogeneity of cell populations expressing multiple 5-HT receptors and exhibiting
2+
rnterconnected signahng pathways such as that linking cAMP and Ca increases.
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In the in vivo context, the serotonergic network displayed in mouse COCs, could be
implicated in the autocrine and paracrine regulation of coordinated follicular growth,
known to involve bidirectional communication between the oocyte and the somatic
compartment, but through communicating channels still largely unresolved (Picton et
aï., 199$; Eppig, 2001). This local ovarian serotonergic network might regulate the
cAMP and Ca2 levels flot only of cumulus celis, but also of the oocytes themselves,
either directly through their expressed 5-HT7 receptor, or indirectly tbrough the physical
bridging with cumulus ceils by gap junctions.
In conclusion, our work demonstrates that 5-HT can regulate the Ca2 and cAMP
levels of mouse cumulus celis most likely through expressed 5-HT2A, 5-HT2B and 5-HT7
receptors. Also, oocytes and embryos up to the 4-cell stage express the 5-HT7 receptor,
but further work is needed to determine at which stage(s) this receptor is functional.
Such uncovering of an ovarian local serotonergic network opens new avenues for
understanding the intricate processes underlying follicle maturation, meiotic maturation
and, eventually, early embryonic development.
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Figure 1. Expressions of 5-HT7 and 5-HT2A receptors mRNAs in cumulus celis,
oocytes and embryos and C-terminal amino acid sequences ofmouse, rat and human 5-
HT7 receptor isoforms. (A) RT-PCR-amplffied bands for 5-HT7 (isoforms a, b and c), 5-
HT2A receptors and actin control obtained with mRNA extracted respectively from
(lanes Ï to 11) total ovaries (1), isolated cumulus celis (2), germinal vesicle stage
oocytes (3), metaphase II oocytes (4), 1-cell (5), 2-ecu (6), 4-cell (7), and 2-ceil embryos
(8), morulas (9), blastocysts (10) and a representative negative control sample without
cDNA (11). Depicted hands, at their expected sizes as described in Materials and
Methods, were the only ones detected in three to four separate determinations. (B)
Comparison ofthe deduced C-terminal amino acid ofthe mouse with its rat and human
homologues. Amino acid differences are underlined.
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Figure 2. Expressions of 5-HT2B, 5-HT2, 5-HT4 and 5-HT6 receptor mRNAs in
oocytes and cumulus celis. RT-PCR-amplified bands for 5-HT2B, 5-HT2c, 5-HT4 and 5-
HT6 receptors and actin control obtained with mRNA extracted respectively from (lanes
1 to 4) metaphase II oocytes (1), isolated cumulus celis (2), brain (3) and a
representative negative control sample without cDNA (4). Depicted hands, at their
expected sizes as described in Materials and Methods, were the only ones detected in
three to four separate determinations.
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Figure 3. Expressions of 5-HT7 and 5-HT2A proteins in cumulus ceils and
metaphase II oocytes. Western blots against samples from isolated oocytes (1) or
cumulus cells (2) showing a common band at 53 kDa with an anti-5HT7 antibody (A)
and doublet bands only in cumulus celis with an anti-5-HT2A antibody (B).
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Figure 4. Expression of 5-H’2A receptor protein in COCs, isolated metaphase II
oocytes and early embryos. Immunofluorescence of celis prepared with an anti-5-
HT2A antibody (A’-C’) and observed by confocal microscopy. Phase contrast (A-C) and
corresponding fluorescence (A’-C’) images ofa mouse COC (A-A’), isolated metaphase
II oocyte (B-B’)a nd 4-celi stage embryo (C-C’). Scale bars, 10 pm.
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Figure 5. Expression of 5-HT7 receptor protein in COCs, isolated metaphase II
oocytes and early embryos. Immunofluorescence of celis prepared with an anti-5-HT7
antibody (A’-C’) and observed by confocal microscopy. Phase contrast (A-C) and
conesponding fluorescence (A’-C’) images ofa mouse COC (A-A’), isolated metaphase
II oocyte (B-B’), and 4-ceil stage embryo (C-C’). Scale bars, 10 pm.
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Figure 6. Effect of 5-HT on the cAMP content of mouse COCs and isolated
metaphase oocytes. COCs (A) and metaphase II oocytes (B) were submitted to
different concentrations of 5-HT for 5 min in M2 medium containing 200 j.iM IBMX. A
1 0-iM forskolin treatment was included in the oocyte experiments. Mean resuits (+
S.E.M.) ofat least 3 duplicate experiments. ‘= p<O.Ol, p<O.00l compared to the
control.
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Figure 7. Effect of 5-UT agonists on the cAMP content of mouse COCs. COCs
were treated with 5- CT (A), 8-OH DPAT (B), PPB (C) or a-methyl-5-HT (D), for 5
min in M2 medium containing 200 1iM IBMX. Mean resuits (± S.E.M.) ofat least 3
duplicate experiments. = p<O.O5, p<O.Ol, p<O.00l compared to control.
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Figure 8. Effect of 5-HT on resting Ca2 concentration in mouse cumulus celis. A
typical trace of a cumulus celi response is shown when perfused with M2 medium
containing 1 iM (A), 100 nM (B) or 10 nM 5-HT (C). Pre-treatment ofthe cumulus
cells with 50 iM BAPTA AM before the addition of 1 iM 5-HT blocks the Ca2
increase (D). 200 tM ATP was added at the end of each experiment as a positive
control. Agonist perfusion time is indicated by the anow and its duration, by the bar.
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Figure 9. Cross-talk between intracellular calcium concentration and cAMP in
mouse COCs and metaphase II oocytes. Groups ofcells (A: COCs; B: metaphase II
oocytes) were treated with 1 pM 5-HT, 5 jiM ionomycin or 10 jiM forskolin for 5 min in
M2 medium containing 200 tM IBMX. Under BAPTA-containing conditions, the celis
were pre-treated for 30 min in 50 iM BAPTA-AM before the 5-min treatment. Mean
resuits (± S.E.M.) ofat least 3 duplicate experiments. p<O.Ol, p<O.00l
compared to the control.
Table 1: Ca2 measurement, following 5-HT perfusion, in mouse cumulus cells and
oocytes.
Agonist
Ceil Numberof Number Numberof
Type experiments of celis reacting ceils
150
Amplitude
Mean response
(ratio 340/3 80)
+1- SEM
% of
reacting
celis
5-HT 1 1iM Cumulus 7 336 189 56.3 0.34 +1- 0,02
5-HT 100 nM Cumulus 5 272 128 47.1 0.21 +/- 0,02
5-HT 10 nM Cumulus 3 115 36 34.5 0.14 +/- 0,01
5-HT 1 jiM
Cumulus 3 211 $ 3.8 0.09 +/-0,01
+ BAPTA
5-HT 10 jiM MII oocyte 3 7 0 0
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4.3 La sérotonine et son transport sensible aux antidépresseurs dans les
complexes ovocyte-cumulus et embryons de souris
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Abstract
Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT), a neurohormone found in various non-fleurai
tissues, including the gonads of many invertebrates, regulates spawning and oocyte
meiotic maturation. The possibility that a local serotonergic network might also exist in
the female gonads ofvertebrate species, including mammals, remains poorly
documented. To clarify this possibility, we investigated mouse cumulus celis, oocytes
and embryos for 3 key serotonergic components, namely 5-HT itself, the rate-limiting
enzyme for its production, tryptophan hydroxylase 1 (TPH1), and the 5-HT-specffic
transporter (SLC6A4) required for modulating its cellular effects. Using a combination
of reverse transcription-polymerase chain reaction analysis and iinmunofluorescence
confocal microscopy, we showed that mouse cumulus celis, oocytes and embryos
contain 5-HT and SLC6A4, while only cumulus ceils possess the 5-HT-producing
enzyme TPH1 and may thus be the local source of 5-HT observed in their neighbouring
celis. With a semi-quantitative assay in single cells, we demonstrated that 5-HT can
actively be taken up by isolated oocytes when it is supplied exogenously in vitro. This
5-HT transport in isolated oocytes is driven by a classical serotonin transporter,
expressed up to the blastocyst stage, that is sensitive to the antidepressants fluoxetine
and fluvoxamine, that belong to the selective serotonin reuptake inhibitor family.
Altogether, our results show that 5-HT may be produced locally by cumulus ceils and
that it can be actively taken up by mamrnalian oocytes and embryos, as part of a likely
larger serotonergic network possibly reguiating various developmental processes much
earlier than previously thought.
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Introduction
Serotonin (5-HT) is known to regulate spawning and to induce oocyte meiotic
maturation in a number ofinvertebrates, such as molluscs and nemerteans [1-3]. By
analogy with these invertebrate species, and based on several independent observations,
it has long been suspected that 5-HT may have a role as local regulator ofvarious early
developmental events in mammalian species. First, 5-HT itself can be detected in
female rodent genital tracts [4] and in human follicular fluid [5]. A 5-HT effect on
reproductive tissues is illustrated by its stimulation of steroidogenesis in human [6], rat
[7] and hamster [8] granulosa ceils, this action being possibly mediated through HTR7
as identified in cultured human granulosa-lutein ceils [9]. The oocyte itself could be a
target for 5-HT which elicits typical intracellular Ca2 oscillations, similar to those seen
after fertilization, but sensitive to HTR2A antagonists, in isolated hamster metaphase II
(MII) oocytes [10]. Moreover, it has been shown that the sensitivity of hamster oocytes
to produce Ca2 spikes upon 5-HT addition differs according to the oocyte maturation
stage [11]. Also, recently, the Htr]d mRNA was detected in mouse MII oocytes and
pre-implantation embryos and was suggested to regulate cleavage divisions of embryos
cuttured in vitro [12]. Other studies have reported the possible involvement of serotonin
in oocyte maturation and early embryogenesis [13, 14] but they lacked clear
demonstrations of endogenous serotonergic components in these cells. More recently,
however, a direct suggestion was made that an unidentified receptor, possibly related to
HTR7 and sensitive to the serotonin antagonist ritanserin, could be involved in
maintaining prophase I arrest in both Xenopus and mouse oocytes [15]. The potential
involvement of 5-HT, flot only in meiotic maturation but also in several other aspects of
follicular growth or early embryogenesis, is further suggested by our recent
demonstration of HTR7 or HTR2A in mouse cumulus celis, oocytes and early embryos
(Amireault and Dubé, submitted). Altogether, these recent reports point to the
possibility that a complete and functional serotonergic network might regulate several,
though as yet not fully characterized, processes of ovarian and oocyte physiology.
To be functional, a local serotonergic network requires that 5-HT reaches target celis
through neural innervation, vascular irrigation or, more directly, be produced locally by
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surrounding celis. While serotonin has been reported in the ovaries, oviducts, uterus and
even oocytes and pre-implantation embryos [16] of some rodents, its origin, although
tentatively ascribed to mast cells [4], has remained obscure. The capacity of producing
5-HT by given cells or tissues is conferred by the enzyme tryptophan hydroxylase
(TPH), a member of the tetrahydropterin-dependent amino acid hydroxylase family, that
catalyzes the conversion of tryptophan into 5-hydroxytryptophan, the rate-limiting step
in 5-HT synthesis [17]. Tryptophan hydroxylase 1 (TPH1) has long been considered as
the single isoform of TPH until the recent cloning of a second isoform, TPH2 [1$].
These authors also showed that TPH1 is the isoform expressed in peripheral tissues
while TPH2 is expressed solely in the brain [1$]. Tph] cDNAs ofvarious mammalian
species, including humans, rats and mice, have been cloned and sequenced [19-21].
Interestingly, Tphl mRNA, along with 5-HT, has recently been detected in epithelial
ceils of the mouse mammary gland, supporting a central regulative role for this enzyme
in local 5-HT production within a peripheral autonomous serotonergic network [22].
However, the activity or presence of TPH has neyer been reported in any ovarian tissues
which would have substantiated their capacity to produce serotonin locally.
Besides 5-HT itself and its receptors, local serotonergic regulation also requires an
active serotonin uptake mechanism to ensure removal of 5-HT from the cellular
environment of 5-HT-sensitive cells when it is no longer needed. This function of 5-HT
reuptake, in vertebrate species, is normally achieved by a conserved serotonin
transporter (SLC6A4, also known as SERT) that is a member ofNa- and CF-dependent
transporters comprising also noradrenaline and dopamine transporters. 81c6a4 cDNA
encodes a protein of 630 amino acids which contains 12 potential transmembrane
domains and potential N-glycosylation and phosphorylation sites permitting regulated
trafficking to the membrane [23]. In the central nervous system, SLC6A4 is expressed
in presynaptic neurons where it removes 5-HT afier its vesicular release, but it is also
found in the gastrointestinal tract [24], in platelets [25], lymphocytes [26] and the
placenta [27]. In addition to its role in removal of extracellular 5-HT, SLC6A4 has also
been shown to be essential, in platelets, for a newly discovered signaling process called
“serotonylation” and requiring intracellular accumulation of 5-HT [22].
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SLC6A4 is the target of selective serotonin reuptake inhibitors (S$RIs) which include
an array of widely-used antidepressants for human healthcare, such as fluoxetine
(Prozac) and fluvoxamine (Luvox) [29]. SSRIs have a high affinity for SLC6A4 and are
used to treat psychiatric disorders associated with the serotonin system, including
anxiety, obsessive-compulsive symptoms and premenstrual dysphoric disorders [30].
The aim of the present work was to clarify scattered earlier reports of serotonergic
components in various regions of female reproductive organs in diverse mammalian
species. To do so, we focused on a more restricted cellular system, the mouse cumulus
oocyte complex, and on the characterization of 3 serotonergic effectors: 5-HT itself,
TPH1 and SLC6A4. Here, we show that ail these 3 serotonergic effectors are present in
mouse cumulus ceils, oocytes or embryos and are components of a local serotonergic
network exhibiting potential 5-HT-producing capacity and active 5-HT uptake. Our
study thus supports the view that a local serotonergic network could serve several
functions pertaining to cell communications required for follicular growth, oocyte
meiotic maturation, or early embryogenesis.
157
Materials and Methods
Oocyte and embryo collection. Fully-grown germinal vesicle (GV) stage oocytes,
ovulated MII-arrested oocytes and pre-implantation embryos at various stages were
obtained from 3-4-week-old female B6C3F1 mice (Charles River) afier standard
gonadotropin injection. For GV-stage oocytes, the mice were primed with 5 lU of
equine gonadotropin (eCG, Sigma), and cumulus-enclosed, fully-grown oocytes were
collected 46-4$ h later by puncturing of antral follicles with a 30-gauge needle, under a
dissecting microscope, in M2 medium containing 100 jiM 3-isobutyl l-methylxanthine
(IBMX). When needed, the cumulus ceils were removed by repeated pipetting with a
small bore pipette. For MII-arrested oocytes, the mice were primed with 5 lU ofeCG,
followed (44-4$ h later) by a 5 lU human chorionic gonadotropin (pregnyl-hCG,
Organon Canada) injection, and cumulus-enclosed oocytes (COC-Mil) were collected
from the oviduct 18-20 h later in M2 medium. When needed, the cumulus celis were
dispersed in M2 medium containing 10 mg/ml bovine testis hyaluronidase (Sigma), and
the oocytes were washed and collected in M2 medium. For embryos, female mice were
submitted to the gonadotropin protocol and were allowed to mate with a male the night
afier the second injection. Embryos were collected by flushing the oviducts or uterus
with M2 medium via a 30-gauge needle mounted on a syringe. The timing ofembryo
collection was as follows: 1-cell, 19 h post-hCG; 2-cell, 43 h; 4-cell, 50 h; 8-celi, 67 h;
morula, 74 h; blastocysts, 91 h. All animal experiments were approved by the
Institutional Animal Use and Care Comrnittee and were consistent with the Canadian
Council on Animal Care guidelines.
In vitro culture of COCs, oocytes and embryos for 5-HT detection. MII-anested
oocytes, COC-Mil, 4-celI embryos and blastocysts were collected as described above
and cultured in small Petri dishes containing a drop of medium, under paraffin oil,
equilibrated previously in a humidffied chamber at 37°C and 5% C02. The cells were
incubated for 20 min in M16 medium alone, in M16 medium containing 500 nM 5-HT
or in M16 medium containing 500 nM 5-HT and 1 iM fluvoxamine. In the
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fluvoxamine-containing condition, the ceils were pre-incubated for 15 min in
fluvoxamine alone before being transferred to medium containing also 5-HT. Afier
incubation, the ceils were immediately transfened to a paraformaldehyde solution and
submitted to the indirect irmnunofluorescence protocol. Each experiment was
performed at least 3 times with at least 10 cells/condition.
mRNA iso]ation and reverse transcriptïon-polymerase chain reactïon (RT-PCR).
Collected ceils were incubated in acidic Tyrode solution (Sigma) to remove the zona
pellucida of GV-oocytes, MII oocytes, and 1 -ceil embryos. The ceils were kept in a
minimum ofM2 medium at -80°C until rnRNA isolation. mRNAs of 10 oocytes, 10
embryos or cumulus ceils from 30-50 COC-MIl were isolated according to the micro
scale protocol with the Dynabeads mRNA direct kit (Dynal). The mRNAs were reverse
transcribed using Superscript II enzyme (Gibco BRL) in a 20 .iL reaction at 42°C, for 45
mi to construct a cDNA library immobilized on beads, following the manufacturer’s
specifications. The first PCR run (50 fiL) was performed on cDNA beads in suspension.
The PCR program, of 26 cycles with a hot start, consisted of denaturation of 90 sec at
95°C, primer annealing of 90 sec at 65°C, and primer extension of 90 sec at 72°C (last
primer extension of 15 mi. The second PCR run was performed with 1/10 ofa j.iL of
products from the first amplification and the same PCR program (2$ cycles). For
81c6a4, 2 pairs ofprimers were used in a nested PCR strategy to produce amplicons of
559 bp (forward 5’-CCAACTACTTCGCCCAGGACAACATCAC-3’ and reverse 5’-
TCTTCGTTCCTCATCTCAGCCATGTAGCC-3’) and 533 bp (forward 5’-
TCGGACACGTCTTCGTTCCTCATCTCAG-3’ and reverse 5’-
GACCAACATCACCTGGACACTCCATTCCAC-3’). For Tph], 2 pairs ofprimers in a
nested PCR strategy produced amplicons of 563 bp (forward 5’-
GACATCGGATCAGAAGACTCCC-3’ and reverse 5’-
CGTGAATTCAATCTTGGGAATGG-3’) and 389 bp (forward 5’-
CACCATGATTGAAGACAACAAGG-3’ and reverse 5’-
CATACAACAGCACTCTGTTGGCG-3’). Primers for Actb as positive controls
yielded 540-bp (forward 5’ -GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3’ and reverse 5’-
CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3’) and 277-hp (forward 5’-
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TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGAC-3’ and reverse 5’-
TACGTACATGGCTGGGGTGTTGAAGG-3’) ampiicons. 25 pL of each reaction was
ioaded on agarose gel stained with ethidium bromide. Each amplification was executed
at least 3 times yieiding similar resuits. Ail PCR products obtained were cloned in
pCRII (Invitrogen) and sequenced on both strands by the Université Lavai sequencing
service to confinii the sequence.
Experimental conditions of the 5-HT uptake study (Fig. 5). MII-arrested oocytes
were cultured in M16 medium containing 500 nM 5-HT creatinine suiphate (5-HT,
Sigma) for 0, 2, 5, 10 or 20 min. In other experiments, MII-arrested oocytes were
cultured for 10 min in M16 medium containing 0-1000 nM 5-HT. MII-arrested oocytes
were also cultured for 10 min in M16 medium containing 500 nM 5-HT and 0-1000 nM
fluoxetine hydrochioride (fluoxetine, Sigma) afier 15-min pre-incubation with fluoxetine
alone. Controis with different concentrations of fluoxetine alone and without 5-HT or
fluoxetine were also included. Next, MII-arrested oocytes were cultured for 10 min in
M16 medium containing 500 nM 5-HT and 0-1000 nM fluvoxamine (Sigma) afler 15-
min pre-incubation with fluvoxamine alone. Controls with different concentrations of
fluvoxamine alone and without 5-HT or fluvoxamine were also included. Controls for
the reversibility of fluoxetine and fluvoxamine inhibitions were perforrned by washing
MII-arrested oocytes 3 times (10 min each) in M16 medium, afier a 15-min pre
incubation in 1 1iM of each inhibitor alone, and finally incubating them afier for 10 min
in M16 medium containing 500 nM 5-HT.
In ail experiments, the oocytes were transferred to a paraformaldehyde solution and
submitted to the indirect immunofluorescence protocol for 5-HT detection. Each of
these experiments incÏuded at least 10 oocytes/condition, pooÏed from 3 to 6 mice, and
was performed at ieast 3 times for a minimum total of 30 oocytes/condition.
Indirect immunofluorescence confocal microscopy for 5-HT and SLC6A4
detection. Oocytes and embryos were collected and treated as described above, then
fixed in fresh Dulbecco phosphate-buffered saline (D-PBS) paraformaldehyde 4% for 30
min at room temperature. They were washed 3 times for 5 min in D-PBS, before a 1-h
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blocking step in D-PBS/milk 5%/Triton 0.5%/norrnal goat serum (NGS) 5%. They were
next incubated overnight at 4°C with a primary antibody raised against 5-HT (1/25,000,
Incstar) in D-PBS/milk 1%/Triton 0.1%/NGS 1%. After 3 washes in D-PBS, they were
incubated for 1 h at room temperature in a Cy-3-conjugated goat anti-rabbit antibody
(1/2,000, Jackson Immunoresearch), and washed 3 times in D-PBS. Finally, MII
arrested oocytes, COC-Mil and 4-ce!! embryos were mounted with fluoromount
(Electron Microscopy System), and GV-stage oocytes and blastocysts were mounted
with 50% glycerol in D-PBS. Images were collected with a Zeiss Axiovert 100M
microscope coupled with the LSM5 10 system. Competition controls were included for
each ceil type and culture condition tested. In these controls, the first antibody
(1/25,000) was incubated at room temperature, with gentie shaking, in D-PB$/milk
1%/Triton 0.1%/NGS 1% with 5-HT-BSA (10 ig/pL) for 4 h before overnight
incubation with the ceils. Controls without the first antibody were also included for each
ce!! type tested.
For the 5-HT uptake study, fluorescence quantification of individual oocytes was
undertaken with the LSM5 10 program. A circle was drawn around each oocyte, and the
mean intensity of each pixel inside this circle served as a measure of 5-HT
incorporation. These data were then analyzed statistically.
The procedures for the immunodetection of SLC6A4 were identical to those deployed
for the detection of 5-HT, but with a different first antibody. A rabbit anti-rat antibody
directed against amino acids 579-599 (Oncogene) was used at a 1/5,000 dilution.
Controls without the first antibody were also included for each celi type tested.
Western blotting. For each detection ofTPH or SLC6A4, approximate!y 300 oocytes
and their corresponding surrounding cumulus cel!s were !ysed in 30 tL of 0.5% SDS
and kept at -80°C until electrophoresis. The frozen samples were diluted in 4X samp!e
buffer, !oaded on 7.5% SDS-po!yacry!amide gel, run at 200 V for 45 min and transferred
to a po!yvinylidene difluoride membrane. The membrane was blocked with 5% mi!k
and 0.1% Tween 20 in D-PBS for 1 h at room temperature before ovemight incubation
at 4°C, in fresh blocking solution containing the appropriate diluted first antibody. The
membrane was washed 3 times in 0.1% Tween 20 in D-PBS and incubated in fresh
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blocking solution containing the appropriate diluted second antibody. finally, the
membrane was washed several times in 0.1% Tween 20 in D-PBS before the detection
protocol, using the enhanced chemiluminescence plus assay kit (Amersham). The same
SLC6A4 (1/20,000) antibody as for indirect immunofluorescence detection was
employed for Western blotting with a goat anti-rabbit-horse radish peroxydase (HRP)
secondary antibody (1/20,000, Bio-Rad). TPH1 was detected with a sheep anti-rabbit
antibody (Chemicon) at 1/3 00 dilution and a donkey anti-sheep-HRP secondary
antibody (1/20,000, Bio-Rad).
Hamster oocyte collection. Hamsters were primed with 25 lU of eCG, followed by a
25-TU hCG injection 52 h later, and cumulus-enclosed oocytes were collected from the
oviduct 1$ h later in M2 medium. The cumulus celis were dispersed in M2 medium
containing 10 mg/ml bovine testis hyaluronidase, and the oocytes were washed and
collected in M2 medium. The oocytes were then submitted to the indirect
immunofluorescence confocal microscopy protocol for 5-HT detection.
Statistical analysis. Data were compared statistically by Kruskal-Wallis One-Way
ANOVA. Groups were then compared by Dunn’s method. P <0.05 was considered
significant.
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Resuits
Using a specific anti-5-HT antibody, followed by indirect immunofluorescence
observations of serial optical sections under confocal microscopy, we detected 5-HT in
COCs, isolated mature MII oocytes and GV-stage oocytes (Figs. 1 A-A’, D-D’ and G-G’
show phase contrast and corresponding immunofluorescence images). Interestingly,
oocyte labeling with the anti-5-HT antibody was enhanced considerably when these ceils
were pre-incubated in medium containing 500 nM 5-HT for 20 mm, further confirming
the antibody’s specificity for 5-HT (Fig. 1 B, E and H). Similarly, 5-HT
immunoreactivity was observed in cumulus celis, either isolated (flot shown) or in intact
COCs (Fig. 1 A-A’) and was also enhanced by incubation in the presence of 5-HT (Fig.
1 B). No ce!! labeling was found when the anti-5-HT antibody had been previously
depleted by pre-incubation with a BSA-5-HT complex (Fig. 1 C, F and I), or when only
a secondary antibody was used (data flot shown).
These observations that 5-HT is norrnally present within mammalian cumulus cells
and oocytes and that it can accumulate within them, when 5-HT is supplied
exogenously, suggest possible local production of serotonin and an active 5-HT uptake
mechanism. We, therefore, examined whether the key enzyme TPH1 [14], found only in
5-HT-synthesizing celis, and the classical mammalian serotonin transporter, known to
drive 5-HT uptake in other celis, could be expressed in oocytes, embryos or cumulus
celis. Figure 2 shows the amplified bands seen after nested RT-PCR analysis, using
oligonucleotides specific for 81c6a4 or Tphl with mRNA extracted from ovaries,
cumulus celis, oocytes and embryos at various stages. As depicted, bands ofexpected
sizes (verified by cloning and sequencing) revealed Tph] mRNA in total ovaries and
isolated cumulus cells, but not in isolated oocytes or embryos at any stage, whereas
81c6a4 mRNA was detected in all ce!! types exarnined, including embryos up to the
blastocyst stage (Fig. 2). No other contaminating bands were found by RT-PCR
analysis.
Western blotting with antibodies specific for either TPH1 or SLC6A4 was then
performed, and confirmed the presence of SLC6A4 in isolated oocytes and cumulus
ceils, whereas TPH1 was detected only in cumulus ceils, with both proteins at expected
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size ranges co-migrating with their counterparts from brain samples (Fig. 3A and B).
An immunofluorescence study with the same anti-SLC6A4 antibody also confirmed
positive SLC6A4 immunoreactivity in COCs, isolated MII oocytes as well as in 4-celi
embryos and blastocysts (Fig. 4). While anti-SLC6A4 labeling was spread over the
surface of cumulus ceils and MII oocytes in a punctate pattem, it appeared more
locaiized in patches in 4-ceil stage embryos, with strong labeling of polar bodies, and
also in blastocysts in which it was restricted to distinct spots ofthe trophectoderm (Fig.
4 A’-D’).
Based on the observed increase in immunolabeling by the anti-5-HT antibody when
celis were incubated with exogenous 5-HT (Fig. 1) and the demonstration that both
SLC6A4 mRNA (Fig. 2) and protein (Fig. 3) were present in oocytes and embryos, we
designed an experimental approach to more directly characterize the activity of 5-HT
transport into isolated MII oocytes. This was performed by incubating MII oocytes in
the presence of externally-added 5-HT and assessing its internai accumulation by a
semi-quantitative assay, with fluorescence intensity being measured in our
immunological detection of cellular 5-HT by confocal microscopy (Fig. 5, see Materials
and Methods). Figure SA illustrates the linear uptake of exogenous 5-HT (500 nM) by
isolated MII oocytes over a 20-min incubation. When MII oocytes were incubated with
varying concentrations of 5-HT over a 10-min period, a typical saturation curve resulted
with a Km for this SLC6A4 estimated to be 280 nM (Fig. SB). 5-HT uptake by oocytes
was also found to be abolished by low temperature (4°C), further suggesting its
enzymatic nature (Fig. SC). The latter experiments thus establish the specificity and
sensitivity of our assay of 5-HT uptake by oocytes.
To further verifyr that this 5-HT uptake occurs through a classicai serotonin transporter,
we tested the effects of S$RIs comprising several different antidepressants that can
reduce or aboiish SLC6A4 activity. One such widely used $$RI, fluoxetine (Prozac),
was found to inhibit 5-HT uptake by MII oocytes in a dose-dependent manner with a
calculated 1C50 of 355 nM (Fig. 5D), confirming the involvement of a classical serotonin
transporter. Similarly, another SSRI, fluvoxamine (Luvox), was even more potent in
suppressing 5-HT uptake with a calculated 1C50 of 6 nM (Fig. 5E). These inhibitions
were reversible upon washing ofthe ceils (Fig. SF), and active $SRI concentrations were
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in the usual range of specificities reported in other celis [26]. Control oocytes incubated
in fluoxetine or fluvoxarnine alone without added 5-HT displayed fluorescence levels
flot statistically different from those ofuntreated oocytes (fig. 5f). We also detected
endogenous 5-HT in 4-celi stage embryos and 4-day-old blastocysts (Figs. 6A, A’ and
D,D’ show phase contrast and conesponding immunofluorescence images). Embryo
labeling with the anti-5-HT antibody was also enhanced when the embryos were pre
incubated in medium containing 500 nM 5-HT for 20 min (fig. 63,E). No ceil labeling
was found when the anti-5-HT antibody had been depleted previously BSA-5-HT
compÏex, or when only a secondary antibody was used (data not shown). We also
confirmed fluvoxamine-sensitive 5-HT uptake in 4-celi stage embryos as well as in
blastocysts (fig. 6C,F). Moreover, we performed some preliminary experiments
demonstrating that incubating MII oocytes in the presence of fluvoxamine at 1 tM did
not resuit in reduced fertilization upon insemination and also that embryos progressed
normally, as compared to controls, from 2-celI to the blastocyst stage when cultured in
vitro in the continuous presence of fluvoxamine (data flot shown). These experiments
suggest that 5-HT transport is flot required for either fertilization or pre-implantation
development and also confirm that SSRIs have no toxic effects in these ceils.
To determine the extent to which our observations could apply to other mammalian
species besides the mouse, we observed the presence of 5-HT in hamster oocytes that
can also actively take up external 5-HT (fig. 7), indicating the probable universality of
such a serotonergic network in mammalian COCs. Altogether, our resuits suggest that,
on the one hand, the presence ofthe 5-HT-synthesizing enzyme TPH1 in cumulus celis
makes them the best candidates for the origin of 5-HT, seen also in neighbouring
oocytes. On the other hand, the absence of TPH1 in oocytes and embryos renders
$LC6A4 the likely candidate for transporting 5-HT into these celis.
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Discussion
Our work establishes unequivocally, for the first time, the presence of TPH 1, $LC6A4
and early 5-HT transport within mammalian cumulus celis, oocytes or early embryos,
which are likely part of a regulatory local serotonergic network. In addition, we
confirmed the presence of 5-HT in oocytes and early embryos [16] and demonstrated
that cumulus ceils also contain 5-HT. It was thought, until now, that mast ceils were the
only source of 5-HT in the ovary [4] but our demonstration of TPH1 and 5-HT in
cumulus ceils suggests that these cells are also a likely ovarian source of 5-HT. Indeed,
similar assumptions of local 5-HT synthesis by peripheral cells, based on the presence of
both 5-HT and TPH mRNA and/or protein, were proposed for gut enterochromaffin cells
[31], embryonic stem cells [32] and epithelial cells ofthe mammary gland [22]. further
studies, such as in vitro activity assays, would more firmly establish this assumption for
cumulus cells but the presence ofboth TPH1 mRNA and protein makes them the most
plausible source for, at least, the 5-HT detected in follicular fluids [5] and oocytes [this
work, 16], even though additional indirect sources cannot be excluded at this time.
Also, an intra-follicular source of 5-HT could allow a bi-directional communication
between ovarian steroids and a follicular serotonergic network. In this respect, it is
noteworthy that in macaque and guinea pig dorsal raphae, TPH mRNA and protein
expressions are stimulated by estrogen [33]. If a similar mechanism was active in
cumulus cells, their production of 5-HT could be regulated by local estrogen levels.
Converseïy, since 5-HT stimulates estradiol and progesterone secretions by rat [7] and
hamster [8] follicles, and by cultured porcine [34] and human [5, 6, 9] granulosa cells,
cumulus ceils could provide 5-HT-driven autocrine or paracrine regulation of local
steroidogenesis. A potential link between serotonergic regulation and local
steroidogenesis, to promote folliculogenesis, is further suggested by the observation that
total ovarian 5-HT levels fluctuate in phase with the estrous cycle in rats [35].
Interestingly, an unsuspected autonomous peripheral serotonergic network has recently
been uncovered in the mammary gland, with Tph] mRNA expression, influenced by
prolactin, leading to coordinated local production, by epithelial cells, of 5-HT which, in
tum, exerts autocrine/paracrine functions in the mammary gland development [22].
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Likewise, TPHI expression in follicles might thus be involved in the regulated
production of local 5-HT with potential, yet uncovered, effects on follicular
development.
In addition to cumulus ceils potentially producing 5-HT in a coordinated fashion, the
fimctional SLC6A4 expressed in oocytes and cumulus celis would permit the reuptake
of 5-HT released in the extracellular space, and would contribute to further regulate the
magnitude, temporal and spatial distribution of 5-HT produced locally and, hence, its
possible interaction with membrane located receptors such as the HTR1D [12] and
HTR7 expressed in oocytes or the HTR7 and HTR2A expressed by cumulus celis
(Amireault and Dubé, submitted). Altematively, 5-HT uptake by SLC6A4 could allow
its interaction with 5-HT receptors located to intracellular structures of oocytes, embryos
or cumulus ceils, as shown for the HTR7 and HTR2A in some regions ofthe rat brain
[36, 37]. Along this une, the possibility that intracellular 5-HT might affect early
embryonic development was proposed long ago [13, 14] but this hypothesis was lacking
clear experimental evidence or any known supportive mechanism. Interestingly, this
early proposal gains a renewed interest in the light of our work, but aise of the recent
discovery cf a new receptor-independent signaling process set by intracellular 5-HT and
involving an active role for SLC6A4-driven 5-HT uptake [2$]. Indeed, this signaling
rnechanism called ‘serotonylation, and consisting in the transamidation cf 5-HT to
GTPases rendering them constitutiveiy active, was shown te regulate alpha-granule
exocytosis from platelets and te require prior SLC6A4-induced intracellular
accumulation cf 5-HT [2$]. Whether this signaling mechanism is of widespread
occurence remains te be seen but it should predictabiy be predominant in peripheral
tissues exhibiting a local serotonergic network, including SLC6A4-driven 5-HT
transport, such as shown here for the mammalian foliicie. from previous studies,
SLC6A4 was believed te appear no eariier than day-lO cf rodent embryonic
development [38, 39] and its invoivement at much eariier, even pre-fertilization, stages
was thus net investigated until now. This implies that SSffls, through their action on
SLC6A4, couid impact on reproductive processes at much earlier stages than expected
and underscores that antidepressants cf the SSRI faniily, as weli as other serotonergic
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dmgs of wide use in human healthcare, deserve new evaluations for their potential
effects on reproductive functions at early stages.
The action of 5-HT on any early reproductive processes should involve at least one of
its receptors expressed in these ceils. Indeed, we recently found that mouse oocytes
express the HTR7 and that cumulus ceils express two 5-HT receptors, the HTR7 and
HTR2A subtypes (Amireault and Dubé, submitted). We also demonstrated that 5-HT
could regulate the cAMP and intracellular calcium levels of cumulus ceils, thus
confirming the expression of a complete and autonomous serotonergic network in mouse
COCs (Amireault and Dubé, submitted). The present work suggests that an autocrine or
paracrine celi communication system based on 5-HT could be involved in several key
reproductive processes driven by these celis, including foïlicular growth and
steroidogenesis, ovulation, fertilization and early embiyonic development. In a
preliminary study, we performed some in vitro fertilization experiments which showed
no effect of 5-HT or fluvoxamine on this process (data not shown). Since such in vitro
studies can only partially approximate physiological conditions, we cannot exciude an in
vivo serotonergic regulation of fertilization, but an intra-ovarian role seems more likely.
Such an intra-ovarian role is suggested for other animais, such as the teieost Fundulus
heteroclitus, in which 5-HT inhibits the 17Œ,20-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17,20P)-
induced resumption of oocyte meiosis of both denuded and follicle-enclosed oocytes
[40]. Even though these pharmacological studies did flot identify the 5-HT receptor
subtype involved, they demonstrated clearly that 5-HT increased the cAMP level of
follicles and that it blocked the cAMP decrease observed afier 17,203P treatment [41].
Along this une, a recent work proposes that an unidentified receptor, sharing common
properties with the HTR7 and sensitive to the serotonin antagonist ritanserin, could be
involved in maintaining prophase I arrest in both Xenopus and mouse oocytes [15]. On
the other hand, the Gi-coupled HTRID [12] and Gs-coupled HTR7 (Amireault and
Dubé, submitted) were reported in mouse oocytes and these receptors are, respectively,
negativeiy or positively coupled to adenylate cyclase, and thus directly regulate
intracellular cAMP levels tbrough binding oftheir ligand. It has been known for a long
time that the reinitiation ofmeiotic maturation in prophase I-arrested oocytes, as
triggered either by an LH surge in mice or by progesterone in frogs, is linked to a
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decrease of intra-oocyte cAMP [42] whiÏe maintenance of oocytes in prophase I requires
constant Gs protein activity and high cAMP content, in both frog and mouse oocytes
[43, 44]. This constant Gs protein activity has recentiy been shown to be maintained by
the orphan GPR3 receptor since oocytes from Gpr3 knockout mice resume meiosis
within antral follicles [45]. Nevertheless, it remains possible that oocyte HTR1D and
HTR7, through control ofcAMP levels, could be involved in the fine-tuning ofthe
meiotic maturation process or, altematively, be involved in later steps of oocyte and
embryo development. As for a possible role of 5-HT in early embryogenesis, we
performed experiments showing that 5-HT or fluvoxamine had no effect on the
percentage of embryos reaching the blastocyst stage when cultured in vitro (data not
shown). However, 5-HT was recentiy shown to lower the mean celi number of
blastocysts in mouse embryos cultured in vitro, thus suggesting a negative effect of 5-
HT on early cleavage divisions [16]. However, further experiments are required to
assess the role, if any, of 5-HT in mouse oocyte meiotic maturation, as weli as in other
early developmental processes. To do so, it would be required to further characterize the
coordinated activity of ail the serotonergic components reported here in the in vivo
context. The rapidly expanding panel of genetically modified mice might prove usefiil
to assess the potentiai roles, in reproductive tissues, of the various serotonergic
components uncovered by our work.
Interestingly, besides 5-HT, other locally-regulated biogenic amines couid be invoived
in these same processes, since it was dernonstrated that a dopamine transporter and the
enzyme dopamine hydroxylase, both present in monkey oocytes, were respectiveiy
responsibie for dopamine uptake and its subsequent conversion to norepinepbrine,
within oocytes, for later stimulation of 3—adrenergic receptors of surrounding granulosa
ceils [46]. In conclusion, our present work confirms the existence of a local serotonergic
network in mammalian COCs and, thus, provides a stronger basis for extending earlier
observations of the effects of 5-HT on early processes such as foïlicular growth and
steroidogenesis and possibly other early developmental events.
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Figures
I
D,.
Figure 1. 5-HT in mouse COCs, and oocytes. Indirect immunofluorescence confocal
microscopy (1 tm middle optical section), using an anti-5-HT antibody, of a COC (A,
A’ and B), an isolated MII oocyte (D, D’ and E) and a GV-stage oocyte (G, G’ and H).
Panels A, B and G show phase contrast images of the same celis seen in
immunofluorescence in panels A’, B’ and G’. Similarly-prepared COC and oocytes that
had been previously incubated with 500 nM 5-HT for 20 min reveal enhanced 5-HT-
specific fluorescence (B, E and H). Panels C, F and I show, respectively, a COC, an
isolated MII oocyte and a GV-stage oocyte prepared using an anti-5-HT antibody
previously depleted by pre-incubation with a BSA-5-HT complex. Scale bars, 10 .im.
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Figure 2. Expressions of 5-HT transporter and tryptophan hydroxylase mRNAs in
cumulus celis, oocytes and embryos. RT-PCR-amplified bands for 81c6a4, Tphl and
Actb control obtained with mRNA extracted respectively from (lanes 1 to 11) total
ovaries (1), isolated cumulus cells (2), 0V-stage (3), MII oocytes (4), 1-ceil (5), 2-celI
(6), 4-ceil (7) and 8-cell embryos (8), morulas (9), blastocysts (10) and a representative
negative control sample without cDNA (11).
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Figure 3. Expressions of 5-HT transporter and tryptophan hydroxylase proteins in
cumulus ceils and MII oocytes. (A) Western blotting using an anti-SLC6A4 antibody
against samples from brain (1), isolated oocytes (2) and cumulus celis (3) showing a
common major band at an apparent molecular weight of 57 kDa. (B) Western blotting
using an anti-TPH antibody against samples as in (A), displaying a common major band
(52 kDa) in brain (1) and cumulus ceils (3) but not in isolated oocytes (2). An additional
band (127 kDa) of unknown nature is also detected in cumulus ceils (3). Similar results
were obtained in three separate experiments.
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Figure 4. Expression of 5-HT transporter protein in COCs, isolated MII oocytes
and early embryos. Immunofluorescence of ceils prepared with an anti-SLC6A4
antibody and observed by confocal microscopy. Phase contrast (A-D) and
corresponding fluorescence (A’-D’) images of a mouse COC (A-A’), isolated MIT
oocyte (B-B’), a 4-ceil stage embryo (C-C’), and a 4-day-old blastocyst (D-D’). $cale
bars, 10 pm.
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Figure 5. 5-HT transport in mouse MII oocytes. (A) 5-HT uptake over time as
measured by the fluorescence intensity (f.A.U., fluorescence arbitrary units) of oocytes
prepared with an anti-5-HT antibody. Mean fluorescence intensities of 30-50 oocytes
(+ S.E.M.). The upper panels show a typical oocyte prepared as in f igure 1 and seen by
immunofluorescence microscopy for the corresponding time points. (B) 5-HT uptake at
different extemal concentrations (0 to 1000 nM) over a 10-min incubation period. (C) 5-
HT uptake inhibition at low temperature (4°C). (D) Effects of fluoxetine and (E)
fluvoxamine on 5-HT transport by oocytes with 10-min incubation in the presence ofthe
indicated drug concentrations (0-1000 nM). (f) Lack of effects of 1 jiM fluoxetine or
fluvoxamine added alone on basal 5-HT levels, and reversibility of their effects on the
transport of added 5-HT after washing of celis (w). Lellers a and b indicate means that
are significantly different or not from one another (P<0.05).
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Figure 6. 5-HT in mouse embryos. Indirect immunofluorescence confocal
microscopy (1 im middle optical section), using an anti-5-HT antibody, of a 4-celi stage
embryo (A,AT, B,C) and a blastocyst (D,D’,E,F). The same untreated 4-celi
embryo(A,A’) or blastocyst (D,D’) are seen in phase contrast with their corresponding
immunofluorescence image. Similarly-prepared embryos that had been previously
incubated with 500 nM 5-HT for 20 min reveal enhanced 5-HT-specific fluorescence
(B,E) that can be inhibited by a 15 min pre-incubation in 1 jiM fluvoxamine (C,f).
Scale bars, 10 jim.
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Figure 7. Presence of serotonin in hamster oocytes. Immunofluorescence of isolated
MII hamster oocytes prepared with an anti-5-HT antibody, as described, and examined
by confocal microscopy. (A) and (B) Same hamster oocyte seen in phase contrast (A)
and in fluorescence (B) without any fiirther treatment. (C) Hamster oocyte similarly
prepared afier incubation in the presence of 5-HT added extemally at 500 nM for 20
min. Scale bars, 10 tM.
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Chapitre 5:
Résultats complémentaires
Clonage et séquençage des ADNc des récepteurs
5H’2A et 5-1117 de hamster doré et leur expression
dans les ovocytes et les cellules du cumulus
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5.1 Mise en situation
L’information disponible au début du projet sur la 5-HT et l’expression de ses
récepteurs dans les ovocytes de mammifères provenait d’études réalisées chez le hamster
doré. Ces articles rapportaient des oscillations calciques, sensibles à des antagonistes de
récepteurs 5-HT2A, dans les ovocytes de hamster lorsque ceux-ci étaient exposés à la 5-
HT (Miyazaki et aÏ., 1990; Fujiwara et al., 1993; $hiraishi et al., 1995). Étant donné
l’absence du récepteur 5-HT2A et d’effet de la 5-HT sur le niveau calcique des ovocytes
de souris, il importait de vérifier s’il existait une différence dans l’expression des
récepteurs 5-HT2A et 5-HT7, entre les deux espèces. Toutefois, les séquences de ces
deux récepteurs n’étant pas connues chez le hamster doré, il était nécessaire de procéder
à leur séquençage afin de pouvoir en mesurer l’expression par RT-PCR.
5.2 Matériel et méthodes
Récolte des ovocytes et cellules du cumulus de hamster
Les ovocytes et cellules du cumulus ont été récoltées en superovulant des hamsters
dorés femelles, tel que décrit dans la partie “Matériel et méthodes” de la section 4.3 de
cette thèse, sauf que la zone pellucide des ovocytes a été enlevée par une courte
incubation dans une solution de Tyrode acide (Sigma) et les ovocytes congelés
immédiatement après leur récolte par immersion dans l’azote liquide.
Isolation d’ARNm et RT-PCR pour l’obtention des séquences complètes des
récepteurs 5-1117 et 5-H’2A chez le hamster
L’isolation de l’ARN total du cerveau de hamster et la réverse transcription ont été
effectuées selon le protocole décrit dans la partie “Matériel et méthodes” de la section
4.1. Pour chaque PCR, 1/10 de RT a été utilisé en let PCR. Le programme PCR, de 30
cycles avec un “hot start”, consistait en une étape de dénaturation de 60 sec à 94°C, une
étape d’appariement de 60 sec à 65°C et une étape de synthèse de 60 sec à 72°C
(dernière synthèse de 15 mm). La 2iême amplification a été effectuée à l’aide du même
programme PCR, mais en utilisant 1/20 de 1 il de let PCR comme matériel de départ.
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Pour le récepteur 5-HT7, sept clones ont été obtenus en utilisant le programme décrit
plus haut et les oligonucléotides décrits dans le tableau 5.1 (page 186). Le clone 5-HT7-
1 a été obtenu à l’aide d’une amplification nichée, le clone 5-HT7-2 à partir d’une
amplification PCR simple et les clones 5-HT7-3, 4, 5, 6 et 7 à partir d’amplifications
semi-nichées.
AMORCE ORIENTATION PCR CLONE SÉQUENCE 5’-3’
OBTENU
U7F1 Sens 1er 1, 6, 7 atcgccatggacgtcatgtgctgcac
U7f2 Sens 1er 2 atgtgctgcacggcctcgatcatgac
U7f2 Sens 21ème 1, 6, 7 atgtgctgcacggcctcgatcatgac
5HT7HA5’ 1 Sens 1er et 21ème 3, 4 ,5 gagcgggcaaggtgaatcca
U7R1 Anti-sens 1er 1, 3, 4, 5 aaagggttaatgagagagtttgcatagcc
U7R2 Anti-sens 2iême 1, 3, 4, 5 gagagagtttgcatagcccagccacag
5HT7HA3’ 1 Anti-sens 1 et 2lème 6, 7 tgccaagaagacagaagccatgttccat
5HT7HA3’ Anti-sens 1 2 ftgcactattccacctccggcattccac
Tableau 5.1 Oligonucléotides utilisés pour l’obtention de la séquence complète du
récepteur 5-HT7 de hamster doré.
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Pour le récepteur 5-HT2A, 4 clones ont été obtenus à l’aide des oligonucléotides décrits
dans le tableau 5.2 (page 187) et en utilisant le programme PCR décrit plus haut. Les
clones 5-HT2A-l et 4 ont été obtenus à partir d’amplifications nichées et les clones 5-
HT2A-2 et 3 à partir d’amplifications semi-nichées.
AMORCE ORIENTATION PCR CLONE SÉQUENCE 5’-3’
OBTENU
5HT2AHA5’ 1 Sens 1 et et 1, 4 tcacacttctgtaactcttactatgg
2jême
5HT2AS2 Sens 1et 2, 3 accatagccgcttcaactccagaacc
5HT2AS6 Sens 2me 2, 3 taaccatcatggtgatcacctacttcct
5HT2AS4 Anti-sens et 1, 4 caatccagacaaacacattgagcagggc
511T2AS7 Anti-sens 21ème 1, 4 tggtgatgaagaatgggcaccacattac
5HT2AHA3’ 1 Anti-sens let 2, 3 ggctaaaaactggttcaagtgccatt
5HT2AHA3 ‘2 Anti-sens 2leme 2, 3 actggttcaagtgccattgtcatagcaa
Tableau 5.2 Oligonucléotides
récepteur 5-ll’2A de hamster doré.
Clonage et séquençage
Tous les produits PCR obtenus ont été clonés dans le plasmide pCRII selon les
recommandations du manufacturier (Invitrogen). Les produits clonés ont ensuite été
séquencés par le laboratoire de séquençage du CHUM. Chaque clone a été séquencé sur
les deux brins.
Isolation d’ARNm et RT-PCR pour vérifier l’expression des récepteurs 5-HT7 et 5-
HT2A chez le hamster
L’isolation de l’ARNm et la réverse transcription à partir d’ovocytes et de cellules du
cumulus de hamster ont été effectuées selon le protocole décrit dans la partie “Matériel
utilisés pour l’obtention de la séquence complète du
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et méthodes” de la section 4.3 de cette thèse. Pour chaque PCR, l’équivalent de 10
ovocytes ou les cellules du cumulus de 3 0-50 COCs ont été utilisés et le yer PCR
effectué directement sur les billes d’ADNc en suspension. Le programme PCR, de 30
cycles avec un “hot start”, consistait en une étape de dénaturation de 60 sec à 94°C, une
étape d’appariement de 60 sec à 62°C et une étape de synthèse de 60 sec à à 72°C
(dernière synthèse de 15 mm). La 2iême amplification a été effectuée à l’aide du même
programme PCR, mais en utilisant 1/20 de 1 il de let PCR comme matériel de départ.
Pour le récepteur 5-HT7, la 1ète paire d’oligonucléotides était U7F1 et U7RI et la 2me
paire était U7F2 et U7R2 (tableau 5.1, page 186), produisant un fragment attendu de 642
pb. Pour le récepteur 5-HT2A, la l paire d’oligonucléotides était 5HT2AS2 et
5HT2A$4 et la 2ième paire 5HT2AS6 et 5HT2AS7 (tableau 5.2, page 187), produisant un
fragment attendu de 288 pb. Un tiers de la seconde réaction d’amplification a été
chargée sur un gel d’agarose 1.5% et les bandes ont été visualisées au bromure
d’éthidium. Chaque amplification a été effectuée au moins trois fois et des résultats
reproductibles ont été obtenus.
5.3 Résultats
Le premier objectif était d’obtenir la séquence codante complète du récepteur 5-HT7
de hamster doré. Pour ce faire, des oligonucléotides ont été conçus en ciblant des
régions conservées des séquences du récepteur 5-HT7 de souris, de rat, de Xénope et
d’humain. La yête amplification, à partir d’ADNc de cerveau, a produit un fragment de
645 pb (5-HT7-1) de séquence codante possédant une très forte homologie avec les
séquences des autres espèces. Étant donné la forte homologie du fragment séquencé
avec les autres espèces et la présence, dans les banques de données, de séquences 5’ et
3’ non-traduites d’autres espèces et très semblables entre elles, des oligonucléotides
spécifiques pour les régions bordant la séquence codante ont été conçus et des
amplifications directes ont été effectuées sans utiliser les méthodes plus
conventiormelles de 5’ ou 3’ RACE. Cette stratégie a permis d’obtenir des clones (5-
HT7-2, 884 pb; 5-HT7-6 et 7, 931 pb) de la fin de la séquence codante et du début de la
1 Qû
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région 3’ non-traduite (Figure 5.1, page 190). De la même façon, une partie de la région
5’ non traduite et le début de la séquence codante ont été obtenus en séquencant trois
clones (5-HT7-3, 4 et 5, 1230 ph) provenant d’amplifications différentes (f igure 5.1,
page 190).
La séquence complète du récepteur 5-I-117 (GenBank, DQO 15679) de hamster est
montrée en figure 5.2 (page 191) et son analyse a permis de déterminer que la région
codante, de 1347 pb, débute au nucléotide 88. La séquence déduite code pour une
protéine de 44$ acides aminés avec une masse moléculaire prédite de 49.79 kDa. La
comparaison de la séquence en acides aminés du récepteur 5-HT7 de hamster doré avec
d’autres séquences connues montre qu’elle est identique à 98% (43 9/448) avec le
récepteur 5-HT7 de rat (Genbank, P32305), à 97% (433/448) avec le récepteur 5-HT7 de
souris (P32304) et à 94% (422/448) avec le récepteur 5-HT7 humain (CAH69967). La
figure 5.3 (page 193) compare la séquence du récepteur 5-HT7 de hamster doré avec
celles de rat, de souris et d’humain. La quasi-totalité des différences entre la séquence
de hamster doré et celles de rat (7/9), de souris (11/15) et d’humain (2 1/23) se trouve à
l’extérieur des passages transmembranaires présumés, qui sont les régions les mieux
conservées des RCPG. La forte similarité entre ces séquences établit clairement que
cette protéine est l’homologue du récepteur 5-HT7 chez le hamster doré.
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5-HT7- I
5-HT7-2
5-HT7-3
5-HT7-4
5-HT7-5
5-HT7-6
5-HT7-7
Figure 5.1 Représentation des différents clones de récepteur 5-HT7 de hamster doré
séquencés. Ces clones ont été obtenus par RT-PCR en utilisant de l’ADNc de cerveau à
l’aide d’oligonucléotides dirigés contre des régions conservés des ADNc de souris, de
rat de Xénope et d’humain. Ces clones ont été séquencés sur les deux brins. La région
codante de l’ADNc est représentée par une large ligne.
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1 GAGCGGGCAAGGTGAATCCAGCCCCGGGGCCCGCAGCCGGAGCGCTCTGCTGGGGCGCCGGCTCCATGGGCAGCGGCGCTCGG
84 CACG
M M D V N S S G R P D L Y G H L R S L I L
88 ATG ATG GAC GTT AAC AGC AGC GGC CGT CCC GAC CTC TAC GGC CAC CTC CGC TCG CTC ATC CTG
P E V G H G L Q D L S P D G G A H S V V S
151 CCG GAG GTG GGG CAC GGG CTG CAA GAT CTG AGC CCC GAC GGT GGC GCC CAC TCG GTG GTG AGC
S W M P H L L S G V P E V T A S P A P T W
214 TCC TGG ATG CCG CAC CTG CTG AGC GGC GTC CCG GAG GTG ACG GCT AGC CCC GCG CCC ACC TGG
D A P P D M V S G C G E Q I N Y G R V E K
277 GAC GCG CCC CCG GAC AAT GTC TCC GGC TGC GGG GAG CAG ATC AAC TAC GGC AGA GTC GAG AAA
V V I G S I L T L I T L L T I A G N C L V
340 GTT GTG ATC GGC TCC ATC CTG ACG CTC ATC ACG CTG CTG ACG ATC GCA GGC AAC TGC CTG GTG
V V S V C F V K K L R Q P S N Y L I V S L
403 GTG GTC TCG GTG TGC TTC GTC AAG AAG CTC CGC CAG CCC TCC AAC TAC TTG ATT GTG TCC CTG
A L A D L S V A V A V M P F V S V T D L I
466 GCG CTG GCT GAC CTC TCG GTG GCC GTG GCG GTC ATG CCT TTC GTT AGC GTC ACA GAC CTC ATC
G G K W I F G H F F C N V F I A M D V M C
529 GGG GGC AAG TGG ATC TTT GGC CAC TTC TTC TGC AAC GTT TTC ATC GCC ATG GAC GTC ATG TGC
C T A S I M T L C V I S I D R Y L G I T R
592 TGC ACG GCC TCG ATC ATG ACC CTG TGC GTG ATC AGC ATC GAC AGG TAC CTT GGG ATC ACG AGA
P L T Y P V R Q N G R C M A K M I L S V W
655 CCC CTC ACA TAC CCT GTG AGG CAG AAT GGG AGG TGC ATG GCC AAA ATG ATT CTG TCG GTC TGG
L L S A S I T L P P L F G W A Q N V N D D
718 CTT CTC TCG GCC TCC ATC ACC TTA CCT CCG CTC TTC GGA TGG GCT CAG AAT GTA AAC GAT GAC
K V C L I S Q D F G Y T I Y S T A V A F Y
781 AAA GTG TGC TTG ATC AGC CAG GAT TTT GGC TAC ACG ATC TAC TCC ACC GCC GTG GCG TTT TAT
I P M S V M L F M Y Y Q I Y K A A R K S A
844 ATC CCC ATG TCG GTC ATG CTG TTC ATG TAC TAT CAG ATT TAC AAG GCC GCC AGG AAG AGC GCG
A K H K F P G F P R V Q P E S V I S L M G
907 GCC AAA CAC AAG TTC CCA GGC TTC CCG CGC GTG CAG CCG GAG AGC GTC ATC TCT CTG AAC GGC
V V K L Q K E V E E C A N L S R L L K H E
970 GTG GTG AAG CTC CAG AAG GAG GTG GAG GAA TGC GCA AAC CTT TCG AGA CTG CTC AAA CAC GAA
R K N I S I F K R E Q K A A T T L G I I V
1033 AGG AAA AAC ATC TCC ATC TTC AAG AGG GAA CAG AAA GCA GCC ACC ACG TTG GGG ATC ATC GTG
G A F T V C W L P F F L L S T A R P F I C
1096 GGA GCC TTC ACA GTG TGC TGG CTG CCG TTT TTC CTC TTG TCC ACA GCA AGA CCC TTT ATC TGT
G T A C S C I P L W V E R T C L W L G Y A
1159 GGC ACG GCC TGC AGC TGC ATC CCG CTG TGG GTG GAG AGG ACA TGT CTG TGG CTG GGC TAT GCA
N S L I N P F I Y A F F N R D L R T T Y R
1222 AAC TCT CTC ATT AAC CCT TTT ATA TAT GCC TTC TTC AAC CGG GAC CTG AGG ACC ACC TAC CGC
S L L Q C Q Y R N I N R K L S A A G M H E
1285 AGC CTA CTC CAG TGC CAG TAC AGG AAT ATC AAT CGG AAG CTC TCT GCA GCA GGC ATG CAC GAG
A L K L A E R P E R V E F V L Q N S D H C
1348 GCC CTG AAA CTT GCT GAG AGG CCT GAG AGA GTC GAG TTT GTG CTA CAA AAC TCT GAC CAC TGT
S K K G H D T
1411 AGC AAA AAA GGT CAC GAT ACA TGA
1435 TCCAGAGTGGAATGCCGGAGGTGGAATAGTGCAAAACAGATGGAAACAACGAAACCATTGGCTGAGACTTCAAAATGGAACA
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Figure 5.2 Séquence en nucléotides et en acides aminés déduite du récepteur 5-HT7
de hamster doré. Les 1516 pb de la séquence comprennent $7 pb de région 5’ non
traduite, 1347 de séquence codante et $2 pb de région 3’ non traduite. L’ORF débute au
nucléotide 8$ et code une protéine de 448 acides aminés. (GenBank, DQ015679)
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Figure 5.3 Comparaison de la séquence en acides aminés déduite du récepteur 5-
HT7 de hamster doré avec les récepteurs 5-HT7 de rat, de souris et d’humain. La
séquence de hamster doré est identique à 98% avec la protéine de rat, à 97% avec la
protéine de souris et à 94% avec la protéine humaine. Les acides aminés en rouge
représentent des acides aminés fortement conservés, ceux en bleu sont faiblement
conservé et ceux en noir ne sont pas conservés. Les sept passages transmembranaires
présumés sont représentés par des lignes noires au-dessus de la séquence.
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Le 2iême objectif était d’obtenir la séquence codante complète du récepteur 5-HT2A de
hamster doré. Pour ce faire, une technique fort semblable à celle utilisée pour
l’obtention du récepteur 5-HT7 a été utilisée. En étudiant, dans les banques de données,
les séquences du récepteur 5-HT2A de hamster chinois, de souris, de rat et d’humain et
compte tenu de la forte homologie de ces séquences dans la région codante et dans les
régions 5’ et 3’ non-traduites, des oligonucléotides spécifiques permettant
l’amplification de la totalité de la région codante ont été conçus. Cette méthode a
permis d’obtenir deux clones (5-HT2A-1 et 4, 712 ph) de la fin de la séquence codante et
du début de la région 3’ non-traduite (f igure 5.4, page 196). Deux clones comportant
une partie de la région 5’ non traduite et le début de la séquence codante (5-HT2A-2 et 3,
1123 pb) ont aussi été obtenus (Figure 5.4, page 196).
La séquence complète du récepteur 5-HT2A de hamster (GenBank, DQ01567$) est
montrée en figure 5.5 (page 197) et son étude a permis de déterminer que la région
codante, de 1413 ph, débute au nucléotide 9$. La séquence déduite code pour une
protéine de 471 acides aminés avec une masse moléculaire de 52.73 kDa. La
comparaison de la séquence en acides aminés du récepteur 5-HT2A de hamster doré avec
d’autres séquences connues montre qu’elle est identique à 96% (452/471) avec le
récepteur 5-HT2A de hamster chinois (Genbank, P18599), à 94% (445/47 1) avec les
récepteurs 5-HT2A de rat et de souris (NPO5$950 et NP766400) et à 91% (427/471) avec
le récepteur 5-HT2A humain (CAII6$77). La figure 5.6 (page 199) compare la séquence
du récepteur 5-HT2A de hamster doré avec celles de hamster chinois, de rat, de souris et
d’humain. Encore une fois, une grande majorité des différences se trouve à l’extérieur
des passages transmembranaires présumés et la plupart des acides aminés non conservés
se trouvent dans les régions N- et C-terminales de la séquence. La forte similarité entre
ces séquences établit clairement que cette protéine est l’homologue du récepteur 5-HT2A
chez le hamster doré.
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ADNc
5-HT2A-1
5-HT2A-2
5-HT2A-3
5-H T2A-4
Figure 5.4 Représentation des différents clones de récepteur 5-HT2A de hamster
doré séquencés. Ces clones ont été obtenus par RT-PCR en utilisant de 1’ADNc de
cerveau à l’aide d’oligonucléotides dirigés contre des régions conservés des ADNc de
hamster chinois, de souris, de rat et d’humain. Ces clones ont été séquencés sur les 2
brins. La région codante de 1’ADNc est représentée par une large ligne.
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ACACGTCCTAGCACCGGGGCATGAAGATGAATGGTGAGCCAAGGCTATGACTTGCTAGTCCTTCCACACTTCATCTGCTACAA
84 CTTCCGGCTTAGAC
M E I L C E D M T S L S S I P M S L M Q L
AAC TCT TTA ATG CAA TTA
A N S S D A
GCT AAC AGC TCT GAT GCA
G Y L P P
TGC GAA GGG TAC CTC CCA CCG
L T T V V
TTG ACA ACT GTA GTG
L E K K L
CTA GAG AAA AAG CTA
L L G F L
CTG CTG GGC TTC CTT
L P S K L
TTG CCC AGC AAG CTC
M H L C A
ATG CAC CTC TGT GCT
R F M S R
CGC TTC AAC TCC AGA
I S M P I
ATA TCC ATG CCG ATC
C L L A D
TGC CTG CTC GCC GAT
T I M V I
ACC ATC ATG GTT ATC
V S D L S
GTG AGT GAC CTC AGT
S S E K L
TCG TCC GAA AAG CTC
T M Q S I
ACG ATG CAA TCC ATC
F V V M W
TTT GTC GTA ATG TGG
C M E D I
TGC AAC GAA GAT ATC
A V M P L
GCT GTC AAT CCA CTG
I Q C Q Y
ATT CAG TGT CAG TAC
A L A Y K
GCG TTG GCC TAC AAG
E P A G N
GAG CCG GCA GGT AAT
T D S I M
ACA GAC AGT ATC AAC
98 ATG GAA ATT CTT TGT GAA GAC AAT ACT TCT CTG AGC TCA ATT CCA
D G D S R L Y H N D F N S R D
161 GAT GGT GAC TCC AGG CTC TAC CAT AAC GAC TTC AAC TCC AGA GAT
S M W T I D A E M R T M L S C E
224 TCA AAC TGG ACA ATT GAT GCG GAA AAC CGG ACC AAT CTT TCC
T C L S I L M L Q E K M M S A L
287 ACA TGC CTC TCC ATT CTT CAT CTC CAG GAA AAA AAC TGG TCT GCT TTA
I I L T I A G M I L V I M A V S
350 ATT ATC CTA ACC ATT GCT GGA AAC ATA CTG GTC ATC ATG GCA GTG TCC
R M A T M Y F L M S L A I A D M
413 CGG AAT GCC ACC AAC TAT TTC CTG ATG TCA CTT GCC ATA GCT GAT ATG
V M P V S M L T I L Y G Y R W P
476 GTC ATG CCT GTG TCC ATG TTA ACC ATC TTG TAT GGG TAC CGG TGG CCT
C A V W I Y L D V L F S T A S I
539 TGT GCA GTC TGG ATC TAC CTG GAC GTC CTC TTC TCC ACG GCC TCC ATC
I S L D R Y V A I Q M P I M H S
602 ATT TCA CTG GAC CGC TAT GTC GCC ATC CAG AAC CCC ATC CAC CAT AGC
T K A F L K I T A V W T I S V G
665 ACC AAG GCC TTC CTG W ATC ATT GCT GTG TGG ACC ATA TCC GTA GGT
P V F G L Q D D S K V F K E G S
728 CCA GTC TTT GGA TTG CAG GAT GAC TCG AAG GTC TTT AAG GAG GGG AGC
D M F V L I G S F V A F F I P L
791 GAC AAT TTT GTC CTC ATA GGT TCT TTT GTG GCG TTT TTC ATC CCC TTA
T Y F L T I K S L Q K E A T L C
854 ACC TAC TTC CTC ACT ATC AAG TCA CTT CAG AAA GAA GCC ACC CTG TGC
T R A K L A S F S F L P Q S S L
917 ACC CGG GCC W TTA GCC TCC TTC AGC TTC CTG CCT CAG AGC TCT CTG
F Q R S I H R E P G S Y T G R R
980 TTC CAG CGG TCC ATC CAC AGG GAG CCA GGC TCC TAC ACA GGC AGG AGG
S M E Q K A C K V L G I V F F L
1043 AGC AAT GAG CAA W GCG TGC AAG GTG CTG GGC ATC GTG TTC TTT CTG
C P F F I T M I M A V I C K E S
1106 TGC CCA TTC TTC ATC ACC AAC ATC ATG GCC GTC ATC TGC W GAG TCC
I G A L L M V F V W I G Y L S S
1169 ATC GGA GCC CTG CTC AAT GTG TTT GTC TGG ATT GGA TAC CTC TCC TCA
V Y T L F M K T Y R S A F S R Y
1232 GTC TAT ACA CTG TTC AAC AAG ACT TAC AGG TCT GCC TTC TCG CGG TAC
K E M R K P L Q L I L V M T I P
1295 AAG GAA AAC AGA AAG CCA CTG CAG TTA ATT TTA GTG AAC ACT ATA CCG
S G Q L Q A G Q M K M S K E D S
1358 TCT GGT CAG CTC CAG GCG GGA CAA AAT AAG AAC TCT AAG GAA GAT TCT
D C S M V T L G K Q Q S D E T C
1421 GAC TGC TCT ATG GTT ACA CTA GGA W CAA CAG TCC GAC GAG ACT TGT
T M M E K V S C V *
1484 ACC ATG AAT GAA AAG GTT AGC TGC GTG TGA
1511 TGGACTGGTTGCTATGACAATGGCACTTGAACCAGT
19$
Figure 5.5 Séquence en nucléotides et en acides aminés déduite du récepteur 5-
HT2A de hamster doré. Les 1546 ph de la séquence comprennent 97 pb de région 5’
non traduite, 1413 de séquence codante et 36 pb de région 3’ non traduite. L’ORF
débute au nucléotide 9$ et code une protéine de 471 acides aminés. (GenBank,
DQO 1567$)
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Figure 5.6 Comparaison de la séquence en acides aminés déduite du récepteur 5-
HT2A de hamster doré avec les récepteurs 5-HT2A de hamster chinois, de rat, de
souris et d’humain. La séquence de hamster doré est identique à 96% avec la protéine
de hamster chinois, à 94% avec la protéine de rat, à 94% avec la protéine de souris et à
91% avec la protéine humaine. Les acides aminés en rouge représentent des acides
aminés fortement conservés, ceux en bleu sont faiblement conservé et ceux en noir ne
sont pas conservés. Les sept passages transmembranaires présumés sont représentés par
des lignes noires au-dessus de la séquence.
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finalement, des oligonucléotides spécifiques ciblant la partie codante de l’ARNm du
récepteur 5-HT2A ont été utilisés dans une stratégie de PCR niché pour évaluer
l’expression de ce récepteur dans les ovocytes ovulés et les cellules du cumulus. Une
bande de taille attendue a été détectée dans les préparations d’ovocytes (Figure 5.7 A,
ligne 1, page 202) et de cellules du cumulus (figure 5.7 B, ligne 1, page 202).
L’expression de l’ARNm du récepteur 5-HT2A chez le hamster doré différerait donc de
celle observée chez la souris, où l’expression de l’ARNm et de la protéine est restreinte
aux cellules du cumulus (section 4.2 de cette thèse). Ce résultat est en accord avec
l’expression rapportée de l’ARNm du récepteur 5-HT2A dans les ovocytes humains
(Neilson et al., 2000) et avec l’observation d’oscillations calciques, sensibles à des
antagonistes du récepteur 5-HT2A, dans les ovocytes de hamster exposés à la 5-HT
(Miyazaki et aÏ., 1990). En adoptant une stratégie de RT-PCR similaire pour l’ARNm
du récepteur 5-HT7, un produit de taille attendue a été détecté dans les préparations de
cellules du cumulus (Figure 5.7 B, ligne 4, page 202), mais non dans celles d’ovocytes
(Figure 5.7 A, ligne 4, page 202). L’expression de ce récepteur diffère donc aussi de
celle observée chez la souris, puisque l’ARNm et la protéine du récepteur 5-HT7 ont été
détectés dans les ovocytes de souris (section 4.2 de cette thèse). Les différentes
amplifications pour l’un ou l’autre des récepteurs n’ont pas produit de fragments
d’autres tailles et des contrôles négatifs, effectuées sans réverse transcription, ont
confirmé l’absence d’ADN génomique dans les préparations d’ARNm (Figure 5.7 A et
B, ligne 2 (5-HT2A) et 5 (5-HT7), page 202).
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A B
Figure 5.7 Expression de l’ARNm des récepteurs 5-HT7 et 5-HT2A dans les ovocytes
et cellules du cumulus de hamster doré. Les produits chargés sur gel ont été obtenus
par PCR niché sur des préparations d’ADNc d’ovocytes (A) ou de cellules du cumulus
(B), à l’aide d’oligonucléotides spécifiques pour le récepteur 5-HT2A (ligne 1, 288 pb)
ou pour le récepteur 5-HT7 (ligne 4, 642 pb). Les lignes 2 et 5 ont été chargées avec des
produits d’une amplification sur des préparations d’ARNm sans réverse transcription, à
l’aide d’oligonucléotides spécifiques pour le récepteur 5-HT2A ou pour le récepteur 5-
HT7, respectivement. La ligne 3 a été chargée avec un marqueur-échelle de 100 pb.
12345 1 2 3 4 5
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Chapitre 6:
Discussion générale et conclusion
204
6.1 La protéine oscilline comme facteur spermatique
Il faut souligner que l’étude de la régulation calcique des ovocytes de mammifères a
été abordée en considérant deux effecteurs spermatiques potentiellement impliqués dans
l’activation des ovocytes de souris à la fécondation les protéines oscilline et tr-kit. La
principale lacune du modèle d’activation ovocytaire par un facteur spermatique est
l’absence d’identification de ce (ou ces) facteur(s) spermatique(s). La publication de
travaux rendant compte de la purification, par chromatographie, d’une protéine de
spermatozoïde de hamster, l’oscilline, dotée de la capacité de provoquer des oscillations
calciques dans les ovocytes de souris et étant exprimée exclusivement dans les
spermatozoïdes a donc été accueillie avec grand intérêt (Parrington et al., 1996).
Compte tenu de données suggérant l’universalité du mécanisme d’activation ovocytaire
chez les mammifères, nous avons étudié l’expression de l’oscilline chez la souris, afin de
poursuivre la caractérisation de la protéine chez un modèle animal reconnu et largement
utilisé. Nos travaux ont mené au séquençage de l’homologue murin de l’oscilline de
hamster et à la vérification de trois caractéristiques importantes d’un facteur spermatique
injecté. La forte homologie de séquence de cette protéine entre les différentes espèces
(hamster, souris et humain) était compatible avec la possibilité d’activation inter
espèces, tel qu’observé avec des facteurs injectés dans des ovocytes de souris
(Parrington et al., 1996; Wu et al., 1997). Toutefois, l’expression ubiquitaire de la
protéine et ce, jusque dans l’ovocyte lui-même, ne correspondait pas au fait que seule
l’injection d’extraits spermatiques active l’ovocyte de mammifère (Wu et al., 1997).
finalement, la localisation de l’oscilline dans la région acrosomiale et sa perte lors de la
réaction de l’acrosome était incompatible avec son intemalisation au moment de la
fécondation et l’hypothèse d’un facteur spermatique injecté.
D’autres études publiées par divers groupes ont aussi menés à la disqualification de
cette protéine comme facteur spermatique potentiel. Premièrement, il a été démontré
que la GNPDA-oscilline était exprimée dans plusieurs tissus et non pas seulement dans
le testicule ou le spermatozoïde, chez le rat et chez la souris (Wolosker et al., 199$;
Montag et al., 1999). Deuxièmement, les GNPDA-oscillines recombinantes humaine et
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de rat ne possèdent pas d’activité oscilline lorsqu’injectées dans les ovocytes de souris
($hevchenko et al., 199$; Wolosker et al., 199$; Wolny et aÏ., 1999). En outre, la
protéine purifiée par chromatographie à partir de spermatozoïdes de hamster ou de porc
ne possède pas d’activité oscilline (Wolosker et al., 199$; Wu et al., 199$). finalement,
l’activité GNPDA de la protéine a été démontrée chez l’humain et le rat (Wolny et al.,
1999; Wolosker et al., 199$). Cet ensemble de faits rapportés par différentes équipes et
chez différentes espèces a donc écarté la GNPDA-oscilline des candidats potentiels au
titre de facteur spermatique activateur.
6.2 La protéine tr-kit comme facteur spermatique
La protéine tr-kit a aussi été proposée comme activateur ovocytaire conformément au
modèle d’un facteur spermatique injecté à la fécondation. En effet, son expression
restreinte aux spermatides et aux spermatozoïdes, sa capacité d’activation des ovocytes
de souris via un mécanisme sensible au BAPTA et l’implication de la PLC et d’inositol
phosphate dans sa voie de transduction en faisaient un sérieux candidat (Albanesi et al.,
1996; Sette et al., 1997; Sette et al., 199$). Notre courte étude de tr-kit a permis de
confirmer la restriction de son expression au testicule et de localiser la protéine dans la
région du cou (intersection entre la pièce intermédiaire et le flagelle) et de l’acrosome.
De plus, des résultats non publiés, obtenus dans la suite du projet, à l’aide d’un second
anticorps dirigé contre la région C-terminale de c-kit, nous ont montré un marquage
associé à tr-kit confiné à la région du cou du spermatozoïde. Nos résultats s’avéraient
ainsi compatibles avec l’hypothèse d’une activation ovocytaire par injection de protéine
tr-kit à la fécondation.
Cependant, d’autres résultats publiés au sujet de cette protéine ne sont pas venus étayer
l’hypothèse voulant que tr-kit agisse en tant que facteur spermatique activateur. En
effet, il n’a pas été démontré que l’injection de tr-kit dans les ovocytes provoquait des
oscillations calciques et aucune donnée n’a été rapportée sur l’implication potentielle de
tr-kit dans l’activation ovocytaire par d’autres groupes de recherche que celui qui a
initialement identifié cette protéine. Les travaux de ce groupe de recherche italien ont
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permis de démontrer que tr-kit forme un complexe moléculaire avec les protéines
PLC7I, Fyn et Sam68 ($ette et al., 2002; Paronetto et al., 2003). La formation de ce
complexe provoquerait la relâche d’ARN transporté par Sam68 près des ribosomes et
permettrait ainsi la traduction d’ARNm maternels dormants. Le rôle de tr-kit à la
fécondation ne serait donc pas celui d’un facteur spermatique injecté induisant des
oscillations calciques.
6.3 La protéine PLC comme facteur spermatique
La recherche des dernières années a mené à l’émergence d’un nouveau facteur
spermatique activateur possédant plusieurs caractéristiques de cet ordre : la protéine
PLCt. Cette nouvelle PLC, exprimée exclusivement dans le testicule, a été identifiée
chez la souris, le hamster, le singe, l’humain et le porc, en accord avec la nature
protéique, la spécifité d’expression et l’universalité d’un tel facteur activateur chez les
mammifères (Cox et al., 2002; Saunders et al., 2002). Son poids moléculaire est
d’environ 70 kDa, conformément à la valeur présumée d’un facteur spermatique de 29-
68 kDa évaluée lors de la purification chromatographique d’extraits spermatiques actifs
(Saunders et al., 2002). Par ailleurs, l’injection de l’ARNm de la PLCÇ ou d’une
quantité de sa protéine recombinante équivalente à celle retrouvée dans un
spermatozoïde induit une série d’oscillations calciques semblables à celles observées à la
fécondation (Cox et al., 2002; Saunders et al., 2002; Kouchi et aÏ., 2004). De plus, la
déplétion en PLCÇ d’extraits spermatiques de hamster par utilisation d’un anticorps
spécifique ou déplétion en PLC dans les spermatozoïdes de souris induite par une
stratégie d’ARN interférence élimine la capacité des extraits ou réduit la capacité des
spermatozoïdes à induire des oscillations calciques (Saunders et aÏ., 2002; Knott et al.,
2005). Finalement, il a été démontré qu’une PLC recombinante couplée à une protéine
fluorescente s’accumulait dans les pronuclei d’ovocytes de souris, en accord avec le
phénomène de séquestration et d’arrêt des oscillations au moment de la formation des
pronuclei (Jones et al., 1995; Kono et al., 1995; Marangos et al., 2003). Toutes ces
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données suggèrent que la PLCÇ est un régulateur du niveau de calcium des ovocytes et
renforcent l’hypothèse d’une activation par injection d’un facteur spermatique.
6.4 La sérotonine comme régulateur calcique des ovocytes
Par la suite, nous avons abordé l’étude de la régulation calcique des ovocytes de souris
en examinant la possibilité que la 5-HT agisse comme régulateur calcique ovocytaire en
interaction avec un récepteur spécifique exprimé à la surface des ovocytes. Nous avons
constaté que la 5-HT ne provoque pas d’augmentation du Ca2 intracellulaire dans les
ovocytes de souris et que ceux-ci n’expriment pas un récepteur de la famille 5-HT2. La
souris et le hamster doré diffèrent donc à cet égard puisque les ovocytes de hamster
répondent clairement à la 5-HT via un mécanisme sensible à des antagonistes de
récepteur 5-HT2A (Miyazaki et al., 1990; Fujiwara et al., 1993; Shiraishi et al., 1995).
Dans ces publications, la caractérisation pharmacologique du récepteur à 5-HT impliqué
a été effectuée de façon partielle seulement. Néanmoins, les résultats complémentaires
de notre étude par RT-PCR sont en accord avec cette caractérisation, puisqu’ils montrent
une expression de l’ARNm du récepteur 5-HT2A dans les ovocytes de hamster, à la
différence des ovocytes de souris qui expriment plutôt le récepteur 5-HT7.
Des études plus poussées seront nécessaires pour vérifier l’implication de la 5-HT dans
la régulation calcique des ovocytes de hamster. Cependant, l’absence d’une telle
régulation chez les ovocytes de souris indique clairement que la 5-HT n’est pas une
molécule activatrice des ovocytes de mammifères selon le modèle ligand-récepteur.
Différentes démonstrations sont d’ailleurs venues mettre en doute la validité du
modèle d’activation ligand-récepteur dans la génération d’oscillations de Ca2 à la
fécondation. Premièrement, il a été démontré que la fusion et non le simple contact des
gamètes était nécessaire pour générer les oscillations calciques (Lawrence et al., 1997).
Deuxièmement, les oscillations calciques causées par l’injection d’1P3 et de GTPyS ne
correspondent pas exactement au patron d’oscillations observées à la fécondation. De
plus, un oeuf polyspermique montre une variation dans la fréquence de ces oscillations,
alors que l’injection de différentes quantités d’1P3 montre des patrons d’amplitude
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différente (Fissore et al., 1995): ce qui suggère un niveau de complexité supérieur à la
simple activation d’un récepteur, dans la génération d’1P3. Troisièmement, le rôle des
PLCf3 et PLCy de l’ovocyte a aussi été mis en doute du fait que l’inhibition des protéines
G, G ou Gq (Moore et ciL, 1994), ou l’injection de domaines SH2-PLCy (jouant un rôle
de dominant négatif), n’affectait pas les oscillations calciques observées à la fécondation
(Mehlmann et al., 1998). Ceci suggère que l’activation via une protéine G ou des
protéines kinases est possible, mais qu’il ne s’agit pas de voies absolument nécessaires à
la fécondation. Finalement, l’utilisation courante, dans les techniques de reproduction
assistée, de l’ICSI, ainsi que la démonstration d’oscillations calciques normales par suite
de ce traitement, montrent que le contact membranaire entre les deux gamètes est à tout
le moins dispensable (Tesarik et al., 1994). Par ailleurs, même si l’injection du facteur
spermatique PLCÇ semble jouer un rôle central dans l’activation des ovocytes de
mammifères, il a aussi été proposé que plusieurs mécanismes complémentaires
agissaient en synergie avec ce facteur, permettant ainsi l’activation complète de
l’ovocyte (Perry et aï., 1999; Tesarik and Mendoza, 1999; $utovsky et al., 2003).
6.5 Le système sérotoninergique des complexes ovocyte-cumulus
Nos études chez la souris nous ont donc mené à considérer la 5-HT non pas comme un
simple régulateur calcique des ovocytes, mais plutôt comme un modulateur local de la
communication inter-cellulaire du COC via l’expression d’un système sérotoninergique
complet (Figure 6.1, page 210). En effet, les cellules du cumulus possèdent la capacité
de synthétiser la 5-HT puisqu’elles expriment l’enzyme limitante de sa synthèse : la
TPH1. L’activité de cette enzyme dans les cellules du cumulus reste à démontrer, mais
sa présence et la présence de la 5-HT elle-même dans les cellules du cumulus en font la
source locale de 5-HT la plus vraisemblable. Cette capacité de synthèse de la 5-HT par
les cellules du cumulus permet l’autonomie du système sérotoninergique qui ne dépend
pas alors d’une innervation ovarienne extérieure, de l’invasion tissulaire de mastocytes
ou de la 5-HT sanguine circulante, tel que suggéré précédemment (Amenta et al., 1992).
De plus, l’expression de protéines associées aux vésicules dans les cellules du cumulus
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(Grosse et al., 2000) suggère que la 5-HT synthétisée soit stockée dans des vésicules
pouvant fusionner avec la membrane plasmique de façon régulée. Ainsi, la 5-HT
pourrait être relâchée pour agir de façon autocrine sur les cellules du cumulus elles-
même, ou de façon paracrine, à l’extrémité des projections transzonales en contact avec
l’ovocyte (Hertig and Adams, 1967; Anderson and Albertini, 1976; Motta et al., 1994).
Au niveau des cellules du cumulus, la 5-HT pourrait alors interagir avec les récepteurs
5-HT2A, 5-HT2B et 5-HT7 et ainsi réguler, comme nous avons pu le démontrer, le niveau
d’AMPc et de Ca2 de ces cellules (Figure 6.1, page 210). Nos données moléculaires et
pharmacologiques suggèrent que l’augmentation de l’AMPc soit liée à la stimulation du
récepteur 5-HT7 et que l’augmentation du Ca2 soit liée à la stimulation des récepteurs 5-
HT2A et 5-HT23. En accord avec cette hypothèse, l’analyse par RT-PCR d’autres
récepteurs couplés à G (les récepteurs 5-HT4 et 5-HT6) ou à Gq (le récepteur 5-HT2c) a
démontré que ces sous-types de récepteurs ne sont pas exprimés dans les cellules du
cumulus. Cependant, la possibilité que d’autres sous-types de récepteurs soient
exprimés et la présence d’une signalisation croisée entre ces seconds messagers
complique l’élucidation des voies de transduction et nécessitera une caractérisation
pharmacologique et moléculaire plus poussée.
Au niveau de l’ovocyte, la 5-HT pourrait interagir avec le récepteur 5-HT7 et le
récepteur 5-HT1D (nos résultats non démontrés; Vesela et al., 2003; lUkova et al., 2004)
pour réguler positivement ou négativement le niveau d’AMPc, mais la voie de
transduction de ces récepteurs et le stade de maturation ovocytaire où ils sont
fonctionnels reste à démontrer, puisque nous n’avons pas observé d’effet de la 5-HT sur
la concentration d’AMPc ou de Ca2 des ovocytes en métaphase II.
Après sa libération dans l’espace intercellulaire et son interaction avec des récepteurs
membranaires, la 5-HT serait recaptée par un transporteur spécifique, exprimé à la fois
par les cellules du cumulus et l’ovocyte et sensible aux SSRTs (Figure 6.1, page 210).
Classiquement, ce transporteur permet de contrôler la distribution spatiale et temporelle
de la 5-HT, et donc son interaction avec ses cibles pharmacologiques membranaires, en
plus de permettre son recyclage vers une voie sécrétoire ou sa dégradation par la MAO
intracellulaire (Frazer and Hensler, 1999). Au niveau des cellules du cumulus, la 5-HT
pourrait donc être recyclée vers la voie sécrétoire, ou dégradée par la MAO, puisque les
5-HT
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Figure 6.1 : Système sérotoninergique des complexes ovocyte-cumulus de souris.
Les cellules du cumulus expriment l’enzyme tryptophane hydroxylase 1 (TPH1)
permettant la synthèse de la 5-HT. La 5-HT pourrait être relâchée dans l’espace
intercellulaire via un mécanisme vésiculaire pour interagir avec différentes cibles
pharmacologiques situées sur les cellules du cumulus elles-mêmes ou à l’extrémité de
projections transzonales sur l’ovocyte. Les récepteurs 5-HT7, 5-HT2A et 5-HT2B
permettent la régulation du niveau de Ca2 et d’AMPc intracellulaire des cellules du
cumulus et la variation du niveau de ces seconds messagers pourrait être transmis à
l’ovocyte via les jonctions gap situées entre les deux compartiments cellulaires. Le
niveau d’AMPc des ovocytes pourrait aussi être modulé directement par l’activation des
récepteurs 5-HT7 et 5-HT1D exprimés à leur surface. Finalement, la 5-HT extracellulaire
est recaptée par un transporteur spécifique à la 5-HT (SERT) exprimé par les cellules du
cumulus et l’ovocyte et pourrait ainsi permettre la dégradation de la 5-HT par la
monoamine oxydase ou être recyclée vers une voie de sécrétion.
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COCs incubés pendant cinq heures dans une solution contenant de la 5-HT et du
nialamide, montrent un niveau de 5-HT détectable par immunofluorescence, dans les
cellules du cumulus et les ovocytes et plus élevé que celui des cellules incubées en
présence de 5-HT seule (données non présentées). Dans l’ovocyte, la 5-HT pourrait
aussi être dégradée par la MAO exprimée par ceux-ci, ou réutilisée par une voie
sécrétoire dont l’existence reste à démontrer. Cette hypothèse est intéressante puisque
les ovocytes expriment aussi des protéines vésiculaires (Grosse et al., 2000), lesquelles
pourraient permettre à l’ovocyte d’utiliser la 5-HT comme messager autocrine et
paracrine, en accord avec la communication bidirectionnelle nécessaire à une
folliculogénèse adéquate (Matzuk et al., 2002a).
Alternativement, la 5-HT intracellulaire des ovocytes et cellules du cumulus pourrait
permettre l’activation de récepteurs intracellulaires (Muneoka and Takigawa, 2003) ou
la sérotonylation de GTPases cytoplasmiques (Walther et al., 2003b), tel que démontré
dans d’autres systèmes sérotoninergiques. Le (ou les) rôle(s) physiologique exact
permis par l’internalisation de la 5-HT restent donc à démontrer. La présence de
l’enzyme de synthèse, de la 5-HT elle-même, du transporteur à 5-HT, de récepteurs à 5-
HT et de l’enzyme de dégradation confirme la présence d’un système sérotoninergique
dans les COCs de souris (Figure 6.1, page 210).
6.6 Fonctions potentielles du système sérotoninergique des complexes
ovocyte-cumulus
Notre étude s’est consacrée à l’identification et à la caractérisation d’un tel système
sérotoninergique dans un modèle cellulaire restreint : le COC de souris. Toutefois, étant
donné la parenté évidente entre l’ovocyte en métaphase II et l’ovocyte en prophase I, et
celle entre les cellules du cumulus et les cellules de la granulosa, il est tentant de
spéculer que le système sérotoninergique identifié ici puisse fonctionner comme un
modulateur local des hormones gonadotrophines et stéroïdes lors de la folliculogénèse.
En effet, la présence de nombreux messagers intercellulaires nécessaires au bon
développement du follicule, l’expression du récepteur 5-HT2A dans toutes les
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populations de cellules de la granulosa (données non démontrées) et la présence de 5-HT
dans le liquide folliculaire chez l’humain (Bodis et al., 1992a; Bodis et al., 1993)
supportent cette hypothèse. De plus, la démonstration chez le hamster, le rat, l’humain,
le porc et la vache d’un effet stimulateur de la 5-HT sur la stéroïdogénèse folliculaire
supporte aussi l’hypothèse d’un rôle intra-ovarien d’un tel système chez les mammifères
en général (Battista and Condon, 1986; Battista et al., 1987; Terranova et al., 1990;
Tanaka et al., 1993; Sirotkin, 1995; Graveleau et al., 2000; Koppan et al., 2004).
Un tel système sérotoninergique dans le follicule ovarien pourrait aussi affecter
directement l’ovocyte en prophase I. En effet, même si nous avons pu démontrer que la
5-HT ne régule pas directement le niveau de Ca2 des ovocytes de souris en métaphase
II, il est connu que la 5-HT peut réguler directement le niveau calcique des ovocytes de
hamster doré et ce, probablement via l’activation d’un récepteur 5-HT2A (Miyazaki et
al., 1990; Fujiwara et al., 1993; Shiraishi et al., 1995). L’intérêt de ce dernier modèle
tient aussi à la détection de l’ARNm du récepteur 5-HT2A dans les ovocytes humains,
suggérant qu’il existe une analogie plus importante entre les modèles hamster et humain
qu’avec le modèle souris (Neilson et al., 2000). De plus, il a été démontré que l’ovocyte
de hamster en prophase I est plus sensible à la 5-HT que l’ovocyte en métaphase II,
suggérant un rôle de la régulation calcique par la 5-HT pendant la maturation ovocytaire
chez cette espèce (fujiwara et aÏ., 1993). Outre l’ARNm du récepteur 5-HT2A, nous
avons pu détecter la présence de 5-HT et d’un mécanisme d’internalisation de la 5-HT
dans les ovocytes de hamster. La présence de l’ARNm des récepteurs 5-HT7 et 5-HT2A
dans les cellules du cumulus de hamster doré suggère aussi une régulation de ces
cellules par la 5-HT et supporte l’hypothèse de l’expression d’un système
sérotoninergique dans le follicule des mammifères en général. Si la régulation calcique
des ovocytes de souris est nécessaire pendant la folliculogénèse avant le pic pré
ovulatoire de LH, il est possible que la 5-HT puisse influencer le niveau calcique des
ovocytes de souris indirectement. En effet, la présence de jonctions “gap” entre
l’ovocyte et les cellules du cumulus pourrait permettre aux ions Ca2 libérés par la 5-HT
dans les cellules du cumulus d’être transmis à l’ovocyte (Figure 6.1, page 210). Une
telle augmentation de Ca2 ovocytaire, médiée par la stimulation d’un récepteur situé sur
les cellules du cumulus, a d’ailleurs été démontrée chez la souris (Webb et al., 2002a).
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Cette différence d’expression entre deux espèces aussi rapprochées que la souris et le
hamster soulève la question de la conservation des rôles physiologiques généraux de la
5-HT et plus particulièrement de son rôle dans la régulation locale de la fonction
reproductrice à travers le règne animal. Les systèmes sérotoninergiques sont très
anciens et ont vu leur rôle s’adapter au cours de l’évolution. Chez les mammifères, ils
agissent comme systèmes de communication inter- et intra-cellulaires qui s’exécutent de
manière autocrine, paracrine et possiblement intracrine et ce, dans tous les grands
systèmes et tissus. Cette variété de phénomènes physiologiques régulés par la 5-HT est
permise par l’existence d’une grande diversité de récepteurs stimulables et par la
présence de mécanismes modulables de synthèse, de recapture, d’internalisation et de
dégradation.
Un bon exemple de fonction physiologique conservée chez les mammifères et
modulée par un système sérotoninergique est la stéroïdogénèse. En effet, une influence
locale de la 5-HT est observée dans les trois principaux tissus stéroïdogéniques
mammifères : la glande surrénale (Delarue et aÏ., 2001), le testicule (Dufau et al., 1993)
et l’ovaire (voir références de la section 3.3.3). Malgré le manque de données
concernant les voies de transduction qui relient l’activation d’un récepteur par la 5-HT à
la modulation de la transcription, de la traduction ou de l’activité des enzymes
stéroïdogéniques, les données actuelles suggèrent que la réponse stéroïdogénique de ces
tissus peut être modulée par un système sérotoninergique. Dans la surrénale, les
données laissent croire que ce système sérotoninergique inclut la présence de 5-HT
locale, d’un transporteur à 5-HT dans les cellules sensibles, d’un récepteur à 5-HT de
type 5-HT4 ou 5-HT7 selon l’espèce, d’une mobilisation de seconds messagers comme
l’AMPc et le Ca2 intracellulaire et d’une enzyme de dégradation comme la MAO-A
(voir références de la section 3.3.1). Nous avons pu démontrer que toutes ces
composantes, y compris la MAO, se retrouvent aussi dans le COC et plus
particulièrement dans les cellules du cumulus chez la souris. De plus, de nombreux
auteurs ont rapporté une influence positive de la 5-HT sur la stéroïdogénèse des
follicules ou des cellules de granulosa en culture (Battista and Condon, 1986; Battista et
al., 1987; Terranovaetal., 1990; Tanakaetal., 1993; Sirotkin, 1995; Graveleauetat.,
2000; Koppan et aÏ., 2004). La similitude entre les systèmes sérotoninergiques
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sunénaliens et ovariens et les données sur l’influence positive de la 5-HT sur la
stéroïdogénèse folliculaire suggèrent fortement qu’une telle fonction physiologique soit
accomplie par le système sérotoninergique présent dans les COCs. Cependant, nos
résultats ont été obtenus sur des cellules du cumulus, alors que les données de la
littérature concernent des follicules complets (le type cellulaire ciblé n’a pas été
identifié, mais implique probablement des cellules de la granulosa murales et péri
antrales) ou des cellules lutéales et de granulosa en culture (qui se lutéinisent). Puisque
les cellules du cumulus, les cellules de la granulosa et les cellules lutéales ont des
propriétés stéroïdogéniques différentes, il faudra confirmer l’expression des récepteurs
5-HT2A 5-HT2B et 5-HT7 dans ces sous-populations cellulaires afin de vérifier qu’ils sont
responsables de la transduction du signal. Jusqu’à maintenant, les données
pharmacologiques paraissent en accord avec cette hypothèse puisque l’agoniste 8-OH
DPAT stimule la stéroïdogénèse chez le hamster et que l’antagoniste kétansérine inhibe
l’effet stimulant de la 5-HT chez le rat (Terranova et al., 1990; Tanaka et al., 1993). De
plus, des expériences d’immunofluoresence indirecte, à l’aide d’un anticorps anti-5-
HT2A, sur des coupes d’ovaire de souris ont permis d’observer un marquage des
différentes sous-populations des cellules de la granulosa à tous les stades de
développement folliculaire (données non présentées).
Au-delà de la capacité de la 5-HT à réguler la stéroïdogénèse en général, il est difficile
pour le moment de tracer un lien direct entre nos données recueillies sur le système
sérotoninergique des COCs, l’effet stimulant de la 5-HT sur la stéroïdogénèse
folliculaire et son effet inhibiteur sur la sécrétion de testostérone par les cellules de
Leydig. Néanmoins, il existe une similarité entre les compartiments FSH-sensibles des
cellules de Sertoli et de la granulosa et LH-sensibles des cellules de Leydig et de la
thèque interne dans la régulation de la gamétogénèse chez le mâle et la femelle (Leung
and Steele, 1992). Ainsi, la 5-HT pourrait avoir un effet stimulant sur la stéroïdogénèse
du compartiment FSH-sensible et un effet inhibiteur sur celle du compartiment LII
sensible. Autrement, il est possible de considérer que le rôle de la 5-HT ait évolué
différemment entre la stéroïdogénèse des gonades mâles et femelles et que l’effet
modulateur ait été conservé plutôt qu’un effet stimulant ou inhibiteur. Quoi qu’il en
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soit, des études supplémentaires, tant sur la gonade mâle que femelle, seront nécessaires
pour vérifier ces hypothèses.
L’interaction entre les systèmes stéroïdiens et sérotoninergiques est bidirectionnelle.
En effet, les hormones stéroïdes peuvent réguler le niveau d’expression des membres
d’un système sérotoninergique. Ceci n’a jamais été démontré dans l’ovaire lui-même,
mais a été l’objet de nombreuses études au niveau du SNC. Par exemple, il a été
démontré que les niveaux de la TPH, du SERT, du récepteur 5-HT2A et de la MAO-A
étaient influencés par le stade du cycle ovarien et les niveaux circulants d’estrogène et
de progestérone (Bethea et aL, 1998; Fink et al., 1998). Puisque les cellules du follicule
sont le site de synthèse des stéroïdes, ont la capacité de répondre aux stéroïdes et
expriment ces composantes sérotoninergiques, la présence d’un tel mécanisme de
régulation entre les deux systèmes au niveau folliculaire est fort probable, mais reste à
démontrer. L’influence bidirectionnelle de ces deux systèmes au niveau folliculaire
pourrait donc avoir un impact majeur sur la folliculogénèse.
La 5-HT pourrait aussi avoir conservé un rôle comme régulateur intra-gonadique des
cellules somatiques et des ovocytes, chez une variété d’espèces et ce, des invertébrés
marins aux mammifères. En effet, la similarité structurelle entre les fibres
sérotoninergiques entourant les acini contenant les ovocytes chez les bivalves
Patinopecten yessoensis (Matsutani and Nomura, 1986), Dreissenapolymorpha (Ram et
al., 1992) et Spisula solidissima (Masseau et al., 2002) et les cellules du cumulus
contenant la 5-HT et entourant l’ovocyte chez la souris est évidente. Cette similarité ne
signifie toutefois pas nécessairement un rôle identique de la 5-HT sur le compartiment
somatique de la gonade puisque les différences sont nombreuses entre la physiologie
reproductrice des bivalves et des mammifères.
Cependant, la présence de 5-HT ou d’un système sérotoninergique dans les cellules
somatiques de la gonade pourrait être répandue à l’ensemble du règne animal et pourrait
s’être adaptée au fil de l’évolution selon les besoins particuliers de chaque organisme.
S’agissant du niveau de l’effet direct de la 5-HT sur les ovocytes, les données obtenues
chez les invertébrés marins, les némertes, le poisson Fundutus heterocÏitus et les
grenouilles indiquent un rôle de la 5-HT dans la régulation de la maturation méiotique
des ovocytes arrêtés en prophase I. Nous n’avons pas accumulé assez de données
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concernant les ovocytes en prophase I de souris pour savoir si les récepteurs 5-HT7 et 5-
HT1D exprimés par l’ovocyte étaient impliqués dans le maintien en arrêt méiotique ou la
stimulation de la reprise de la méiose au moment du pic de LH. Cependant, ces deux
récepteurs sont reconnus pour réguler le niveau d’AMPc dans d’autres types cellulaires,
alors que le niveau d’AMPc de l’ovocyte est intimement lié à la maturation nucléaire de
l’ovocyte (Conti et aL, 2002; Eppig et al., 2004) suggérant qu’ils puissent permettre la
modulation paracrine de ce processus. Chez les nombreux invertébrés étudiés, la 5-HT
stimule la reprise de la méiose, alors que chez les vertébrés, la 5-HT inhibe la reprise de
la méiose induite par un stéroïde activateur. Il est donc possible que, au cours de
l’évolution, la 5-HT soit passée d’un rôle de stimulateur principal de la reprise de la
méiose (invertébrés) à un rôle de modulateur local de l’action des gonadotrophines
(organismes possédant un système endocrinien plus élaboré). Des études plus poussées
seront nécessaires pour vérifier le stade où ces récepteurs à 5-HT ovocytaires sont
fonctionnels, et déterminer leur(s) voie(s) de transduction, ainsi que le rôle
physiologique qu’ils jouent in vivo.
6.7 La sérotonine et le développement embryonnaire pré-implantatoire
Nous avons aussi abordé l’implication potentielle de la 5-HT dans l’embryogénèse
pré-implantatoire en étendant nos études de RT-PCR et d’immunofluorescence indirecte
aux embryons de divers stades. Ainsi, nous avons démontré que les embryons pré
implantatoires contiennent de la 5-HT et qu’ils peuvent l’accumuler via l’expression
d’un transporteur spécifique sensible aux $SRJs. Il a été rapporté que les embryons 1
cellule de souris expriment la TPH1 et que cette expression est stimulée par la
fécondation puisque la TPH1 n’est pas détectable dans les ovocytes (Walther and Bader,
1999). Notre étude par RT-PCR n’a pas permis de confirmer cette expression et la
mauvaise qualité de la figure d’immunofluorescence indirecte de la publication en
question nous suggère que les ovocytes et embryons pré-implantatoires de souris
n’expriment pas la TPH1. La présence de la 5-HT dans les embryons serait donc due à
la recapture de la 5-HT présente dans le tractus génital femelle (Amenta et al., 1992) et
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non pas à une synthèse par l’embryon. L’expression du SERT et du récepteur 5-HT1D
(Vesela et al., 2003) du stade 1 cellule à blastocyste, ainsi que celle du récepteur 5-HT7
jusqu’au stade 4 cellules suggèrent que la 5-HT puisse réguler certains processus liés à
l’embryogénèse pré-implantatoire. D’ailleurs, la culture in vitro d’embryons de souris
dans un milieu contenant de la 5-HT ou du sumatriptan réduit le nombre de cellules et le
pourcentage de blastocystes formés, probablement via l’activation du récepteur 5-HTID
(Vesela et ciL, 2003; Il’kova et aÏ., 2004), alors que le rôle exact du récepteur 5-HT7 et du
SERT dans 1’ embryogénèse reste à démontrer.
6.8 Contribution éventuelle des modèles de souris « knockout»
L’étude et la compréhension, in vivo, des mécanismes de régulation de
Ï’embiyogénèse, de la folliculogénèse et de l’ovogénèse s’avère très complexe parce
qu’elle implique une variété de facteurs et de systèmes qui agissent en synergie et qu’on
ne peut habituellement reproduire lors des études in vitro. Cependant, les modèles de
souris “knockout” permettent d’isoler l’effet de l’inactivation d’un gène unique et ainsi
d’évaluer le rôle particulier joué par ce gène dans la physiologie de l’animal étudié.
Plusieurs souris “knockout” pour des gènes codant un membre du système
sérotoninergique exprimé dans le système reproducteur, par exemple la TPH1 (Côté et
al., 2003), le SERT (Bengel et al., 1998), la MAO-A (Cases et al., 1995), le récepteur 5-
HT28 (Nebigil et aÏ., 2000) et le récepteur 5-HT7 (Hedlund et aÏ., 2003) ont déjà été
produites, mais n’ont pas été étudié en fonction du rôle possible joué par ce gène dans la
physiologie reproductrice de l’animal. Jusqu’à maintenant, le “knockout” de ces gènes a
permis de constater que le rôle joué par l’un ou l’autre d’entre eux n’était pas essentiel,
puisque les souris restaient viables et fertiles. Seule la souris “knockout” pour le
récepteur 5-HT2B montre une baisse de sa fertilité en plus d’une morphogénèse
cardiaque anormale (Nebigil et al., 2000). L’étude approfondie de chacun de ces
modèles “knockout” dans le contexte de la physiologie ovarienne devrait permettre de
mieux comprendre le rôle joué par chacun d’eux dans les processus d’ovogénèse et de
folliculogénèse. L’étude de l’expression de toutes les composantes sérotoninergiques
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identifiées jusqu’à maintenant dans les COCs pourraient aussi être effectuée par
hybridation in situ sur des coupes d’ovaire. Cette approche permettrait d’évaluer les
types cellulaires et folliculaires où les gènes sont exprimés et de cibler les stades du
développement folliculaire où la 5-HT joue un rôle.
6.9 Implications cliniques potentielles
L’expression d’un système sérotoninergique régulant l’ovogénèse, la folliculogénèse
et l’embryogénèse implique la possibilité que la prise de médicaments ayant pour cibles
les membres d’un système sérotoninergique produise des effets secondaires affectant la
fonction reproductrice. Par exemple, la prise d’antidépresseurs de la famille des S$RIs
pourrait avoir un impact sur la fonction reproductrice et ce, à des stades plus précoces
que ceux prévus et étudiés jusqu’à maintenant. À ce sujet, une augmentation du risque
de mutiples malformations mineures a déjà été rapportée chez les foetus de premier
trimestre exposés à la fluoxetine (Chambers et al., 1996). Cependant, la plupart des
études menées jusqu’à maintenant n’indiquent pas une augmentation des risques
d’avortement ou de malformations congénitales majeures par suite d’exposition aux
S$RIs pendant le premier trimestre de la grossesse (Nonacs and Cohen, 2003). Notre
démonstration de l’expression d’un système sérotoninergique dans les COCs souligne
néanmoins que les drogues sérotoninergiques comme les antidépresseurs de la famille
des SSRIs, dont l’usage est très répandu chez l’humain, devraient ftre réévaluées quant à
leurs effets possibles sur les stades précoces des fonctions reproductrices.
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